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1  EINLEITUNG 
 
1.1 Die Kälteschock-Proteine und das humane Y-box Protein-1 
 
Die Kälteschock-Proteine bilden eine Proteinfamilie, die erstmals in Bakterien 
gefunden wurde. Ihre Expression wird in Bakterien beim Herunterkühlen von 
Wachstumsmedium von 37°C auf 10°C hochreguliert. Das major cold shock Protein 
in E.coli, CS 7.4, koordiniert den Übergang in die Wachstumsphase durch 
Transaktivierung von 10-15 verschiedenen Zielgenen (Jones et al., 1987).  
Allen Mitgliedern der Proteinfamilie gemeinsam ist eine etwa 80 Aminosäuren lange 
hochkonservierte Domäne, die als cold shock Domäne (CSD) bezeichnet wird 
(Wolffe et al., 1992). Die Homologie zwischen dem bakteriellen Protein CS 7.4 und 
den cold-shock-Proteinen von Vertebraten innerhalb dieser Domäne beträgt 44% auf 
Proteinebene und 70% auf Nukleotidebene (Tafuri and Wolffe, 1990). Mittels 
Kernspin-Resonanz-Spektroskopie und Röntgenstrahlen-Strukturanalyse konnte 
gezeigt werden, dass diese Domäne aus fünf antiparallelen b-Strängen besteht, die 
einen antiparallelen b-barrel und ein dreisträngiges b-Faltblatt formen (Kloks et al., 
2002; Schnuchel et al., 1993), innerhalb derer zwei RNA-Bindungsmotive liegen, die 
als RNP-1 (Landsman, 1992) und RNP-2 (Graumann and Marahiel, 1996) bezeichnet 
werden. 
 
Struktureller Aufbau von YB-1 
Das Y-box binding protein-1 (YB-1) stellt ein humanes Kälteschockprotein dar. 
Neben der cold-shock-Domäne weist YB-1 eine Glycin-reiche Region im N-Terminus 
sowie eine alternierend positiv und negativ geladene Region im C-Terminus  mit 
Arginin-reichen Motiven (ARM) auf (Abbildung 1).  
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Für den N-Terminus ist eine Interaktion mit dem Aktin des Zytoskelettes 
nachgewiesen, über den die zytoplasmatische Lokalisation von YB-1 kontrolliert 
werden kann (Ruzanov et al., 1999).  
Die als charge zipper bezeichneten Domänen im C-Terminus beeinflussen die DNA-
Bindungsspezifität (Ladomery and Sommerville, 1994) und sind für verschiedene 
Protein-Protein-Interaktionen verantwortlich (Ozer et al., 1990; Tafuri and Wolffe, 
1992). Hierüber kann YB-1 auch homomultimerisieren (Izumi et al., 2001). 
Ferner sind innerhalb der C-terminalen Region Phosphorylierungsstellen für die 
Kaseinkinase II lokalisiert, und in vivo konnte eine starke Phosphorylierung von YB-1 
nachgewiesen werden (Skabkin et al., 2001). 
 
YB-1 als DNA-bindendes Protein 
YB-1 wurde ursprünglich als ein an die Y-box im Promotorbereich des MCH (major 
histocompatibility complex) Klasse II-Gens bindendes Protein entdeckt, das die Gen-
Transkription reprimiert (Didier et al., 1988). 
Die Y-box, auch als inverse CCAAT- Sequenz 
beschrieben (Abbildung 2), wurde lange Zeit als 
minimales Bindungsmotiv für YB-1 angenommen 
(Tafuri and Wolffe, 1990). Nachfolgende Studien 
ergaben für YB-1 ein komplexes 
Bindungsverhalten: YB-1 bindet mit 
unterschiedlicher     Affinität     an      verschiedene  
CCAAT-Boxen, am stärksten ausgeprägt für das MCH II-Gen, wohingegen die 
CCAAT-Box des humanen Thymidinkinase-Gens nicht gebunden wird (Gai et al., 
1992). Die CCAAT-Box stellt somit zwar ein präferentielles, aber kein hinreichendes 
3’-TAACC-5’ 
   ----- 
5’-ATTGG-3’ 
 
Abbildung 2: Inverse CCAATT-Box  
Abbildung 1: Schematische Darstellung der YB-1-Proteindomänen. YB-1 weist 
eine cold shock Domäne (CSD) mit zwei RNA-Erkennungsmotiven (RRM) auf. 
Flankiert wird diese im N-Terminus von einer Glycin-reichen Region und im C-
Terminus von einer als charge zipper bezeichneten Domäne mit Arginin-reichen 
Motiven (ARM). 
 9 
oder minimales Bindungsmotiv für YB-1 dar, und benachbarte Sequenzen spielen 
eine entscheidende Rolle. 
Einiges deutet darauf hin, dass die DNA-Sekundärstruktur das Bindungsverhalten 
von YB-1 beeinflusst. Berechnungen der Tertiärstruktur des bakteriellen CspB-
Bindungsmotives durch Schindelin et al. (Schindelin et al., 1994) ergaben eine stem-
loop-Struktur der DNA. Bei dieser DNA-Struktur bilden die Basen des gleichen 
Stranges Wasserstoffbrückenbindungen (stem) aus, die dazwischenliegende 
Sequenz formiert sich zu einer verbindenden Schleife (loop). Für YB-1 konnte 
gezeigt werden, dass es solche einzelsträngigen DNA-Abschnitte induzieren und 
stabilisieren kann (MacDonald et al., 1995; Norman et al., 2001; Schindelin et al., 
1994). MacDonald et al. (1995) stellten die Hypothese auf, dass eine durch YB-1 
induzierte Konformationsänderung im Bereich des MCH Klasse II-Genes die 
Bindung aktivierender Transkriptionsfaktoren an ihre Bindungsstellen verhindert und 
hierüber ein reprimierender Effekt vermittelt wird. Umgekehrt könnte eine solche 
durch YB-1 induzierte Konformationsänderung eine Bindung von anderen 
Transkriptionsfaktoren erleichtern, wie es für das matrix metalloproteinase-2 (MMP-
2) Gen gezeigt  wurde (Mertens et al., 1998).   
Neben der Bindung von YB-1 an doppelsträngige DNA im Promotorbereich von 
Genen konnte gezeigt werden, dass YB-1 einzelsträngige (Izumi et al., 2001) und 
Cisplatin-modifizierte DNA (Ise et al., 1999) bindet. 
Zusammenfassend kann durch YB-1 eine Veränderung der DNA-Sekundärstruktur 
herbeigeführt werden. YB-1  vermag zellspezifisch Gene zu trans-aktivieren oder  zu 
-reprimieren, wie es z.B. für das GM-CSF- (granulocyte-macrophage colony 
stimulating factor Gen) (Coles et al., 1996; Diamond et al., 2001) und das MMP-2- 
Gen  (Mertens et al., 1998) gezeigt wurde. 
Zielgene von YB-1 werden vor allem im Rahmen von gesteigerter Zellproliferation 
sowie Entzündungs- und Streßreaktionen hochreguliert. In der nachfolgenden 
Tabelle sind die von YB-1 regulierten Gene zusammengefasst: 
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Zielgen    Regulation Referenz  
 
Zytokine, Chemokine und Rezeptoren  
PDGF-B     Ý (Stenina et al., 2000)       
RANTES     Ý Mertens et al., unpubliziert 
muriner Wachtumsfaktor-Rezeptor  ß (Yan and Tamm, 1991) 
GM-CSF    ßÝ (Coles et al., 1996),  
     (Diamond et al., 2001)  
 Thyrotropinrezeptor    ß (Ohmori et al., 1996) 
 
Matrix- und Matrix-degradierende Proteine 
Gelatinase A (MMP-2)   ßÝ  (Mertens et al., 1997) 
Kollagen Typ I(a1)    ß (Norman et al., 2001) 
Kollagen Typ I(a2)    ß (Higashi et al., 2003) 
 
Antigenpräsentation 
HLA-Klasse I     ß  (Didier et al., 1988)   
  
 
Proliferation 
DNA-Polymerase-a    Ý   Mertens et al., unpubliziert 
c-myc     ß (Chernukhin et al., 2000) 
 
 
Transportproteine, Detoxifikation 
mdr-1     Ý    (Bargou et al., 1997) 
mrp1      Ý (Stein et al., 2001) 
mrp2      ß     (Kauffmann et al., 2001) 
grp78     ß (Li et al., 1997) 
 
 
Strukturproteine und andere 
Myosin light-chain 2v     Ý (Zou et al., 1997) 
Hühner a-Globin    ß (Knezetic and Felsenfeld, 1993) 
 
Virale Promotoren 
RSV      Ý (Swamynathan et al., 1997) 
HTLV-1     Ý (Kashanchi et al., 1994) 
HIV      Ý (Ansari et al., 1999)      
JC Polyomavirus    Ý (Safak et al., 1999a) 
 
Tabelle 1: Zielgene von YB-1 
 
YB-1 stellt möglicherweise ein zentrales Protein in der Koordinierung der zellulären 
Stress-Antwort dar.  
Ohga et al. (Ohga et al., 1996) konnten eine verminderte Sensitivität von YB-1 
überexprimierenden Zellen gegenüber einer Cisplatin-Behandlung nachweisen. Ein 
möglicher Grund hierfür könnte die Interaktion von YB-1 mit der humanen 
Endonuklease III (Marenstein et al., 2001) und deren nachfolgender  
Aktivitätssteigerung sein. Über die Endonuklease III wird die Exzision von 
modifizierten Basen aus der DNA iniitiert. 
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YB-1 als RNA-bindendes Protein 
Neben einer Interaktion mit DNA ist für cold shock-Proteine ebenfalls eine 
sequenzspezifische sowie –unspezifische  Bindung an RNA beschrieben.  
Hierbei kann zwischen der schwachen und unspezifischen RNA-Bindung über die 
Multimerisierungsdomäne und der sequenzspezifischen RNA-Bindung über die cold-
shock Domäne unterschieden werden (Ladomery and Sommerville, 1994). Für die 
Xenopus cold shock Domänen-Proteine FRGY1 und 2 definierten Bouvet et al. 
(1995) die Nukleotidbindungssequenz AACAUG mittels einer SELEX-Analyse 
(systematic evolution of ligands by exponential enrichment). 
Zudem ist YB-1 Hauptbestandteil der zytoplasmatischen Ribonukleoprotein-
Komplexe (Evdokimova et al., 1995), in denen die mRNA bis zum Zeitpunkt der 
Translation gespeichert wird. Die Protein-RNA-Komplexe stellen einen wichtigen 
Regulationsmechanismus der mRNA-Translation dar. In niedrigen Konzentrationen 
destabilisiert YB-1 die Sekundärstruktur der RNA, ähnlich der Funktion des 
bakteriellen „Kälteschockproteins“ CspA (Jiang et al., 1997). Durch die destabilisierte 
Sekundärstruktur wird die mRNA für die 60S-Unterheit der Ribosomen leichter 
zugänglich (Matsumoto and Wolffe, 1998), so dass YB-1 in niedrigen 
Konzentrationen die RNA-Translation stimuliert (Evdokimova et al., 1998). Im 
Gegensatz hierzu wird bei einer hohen zytosolischen YB-1-Konzentration die 
Translation durch Maskierung der mRNA gehemmt (Davydova et al., 1997; 
Evdokimova et al., 1998; Jiang et al., 1997). 
Neben der Regulation der Translation vermag YB-1 einen Einfluss auf die mRNA-
Stabilität auszuüben: Chen et al. (2000) zeigten, dass YB-1 und Nukleolin über 
Bindung an ein Sequenzmotiv in der 5’-untranslatierten Region (5’-UTR) der 
Interleukin-2-mRNA diese stabilisieren. Die mRNA des Granulozyten-Makrophagen-
Kolonien stimulierenden Faktors (GM-CSF) wird über eine Bindung von YB-1 an ein 
A/U-reiches Element innerhalb der 3’-UTR der GM-CSF-mRNA in aktivierten 
eosinophilen Granulozyten stabilisiert (Capowski et al., 2001).  
Evdokimova et al. (2001) wiesen schließlich einen Effekt von YB-1 auf die mRNA-
Stabilität über eine sequenzunspezifische Bindung an die Cap-Struktur am 5’- mRNA 
Ende nach. Dieser Effekt ist abhängig von einer korrekten 5’-Cap-Ausbildung, d.h., 
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eine verkürzte mRNA wird nicht translatiert und beschleunigt degradiert, ohne dass 
es zur Expression von Deletionsproteinen kommt. 
Neben der Bindung von YB-1 an mRNA weisen neuere Ergebnisse auf eine im 
Nukleus stattfindende Interaktion zwischen YB-1 und prä-mRNA mit nachfolgender 
Änderung des Spleißmusters hin. Stickeler et al (2001) konnten zeigen, dass YB-1 
an einen exonic splicing enhancer (ESE) in der CD44-prä-mRNA bindet. In dieser 
Region liegt eine A/C-reiche Sequenz innerhalb des vierten variablen Exons. Über 
YB-1-Bindung kommt es zum Einschluss dieses variablen Exons, wobei der 
Mechanismus ungeklärt ist. 
Chansky et al. (2001) wiesen eine Interaktion von YB-1 mit dem translocation 
liposarcoma protein TLS nach, über das die RNA-Polymerase II rekrutiert und das 
prä-mRNA-Spleißen beeinflusst wird. 
Zusammenfassend ergeben sich Funktionen von YB-1 bei der 
Transkriptionsregulation, dem RNA-Proccessing und der RNA-Speicherung bis hin 
zur Aktivierung bzw. Reprimierung der Translation.  
 
Subzelluläre Lokalisation von YB-1 
Die subzelluläre Lokalisation von YB-1 unterscheidet sich bei Tumorzellen und 
proliferierenden Zellen in vitro gegenüber nicht-transformierten Zellen in vivo. In 
sämtlichen untersuchten proliferierenden Zellen in vitro ist YB-1 zytoplasmatisch zu 
finden. In bislang nicht publizierten Studien (Mertens et al.) wurde YB-1 in vivo im 
Zellkern von Endothelzellen, Epithelzellen und mesenchymalen Zellen gefunden.  
Eine vornehmlich zytoplasmatische Lokalisation von YB-1 in Tumorzellen in vivo 
wurde durch verschiedene Autoren beschrieben (Bargou et al., 1997; Gu et al., 2001; 
Janz et al., 2002; Kamura et al., 1999; Oda et al., 1998; Shibahara et al., 2001; 
Shibao et al., 1999; Stein et al., 2001). Eine nukleäre Lokalisation in 
Tumorzellgewebe wies in verschiedenen Studien auf eine schlechte Prognose und 
Metastasierung hin. Koike et al. (1997) stellten die Hypothese auf, dass YB-1 mit 
einem Ankerprotein im Zytoplasma interagiert, welches YB-1 erst nach 
Phosphorylierung durch die Protein-Kinase C aus seiner Bindung freigibt. Mehrere 
nukleäre Translokationssignale innerhalb des YB-1-C-Terminus könnten die nukleäre 
Translokalisation z.B. im Rahmen von Stresssituationen vermitteln (Tafuri and 
Wolffe, 1990; Tafuri and Wolffe, 1992; Wolffe, 1994; Wolffe et al., 1992). Bekannte 
nukleäre Konsensus-Exportsignale sind im YB-1 Protein nicht vorhanden.  
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Eine nukleäre Translokalisation von YB-1 in zellulären Stressreaktionen wie UV-
Bestrahlung (Bargou et al., 1997; Koike et al., 1997) oder Hyperthermie (Stein et al., 
2001) ist beschrieben.  
Zusammenfassend weisen die Beobachtungen auf eine Interaktion von YB-1 mit 
DNA und mRNA in verschiedenen Kompartimenten hin. Hierbei zeigten Stenina et al. 
(Stenina et al., 2000; Stenina et al., 2001), wie eng die Lokalisation von YB-1 mit der 
RNA- und DNA-Bindung sowie der Funktion verbunden ist: Das im Zytoplasma von 
Endothelzellen an mRNA gebundene YB-1 wird durch Stimulation der Zellen mit 
Thrombin gespalten und in den Zellkern transloziert, woraufhin dieses über Bindung 
an den PDGF-B-Promotor die Genexpression im Kern induziert. 
 
Interaktionspartner von YB-1  
In Ausübung dieser zum Teil gegensätzlichen Funktion interagiert YB-1 mit einer 
Vielzahl von nukleären und zytoplasmatischen Proteinen. Die nachfolgende Tabelle 
gibt eine Übersicht über die bisher gefundenen Interaktionspartner von YB-1: 
 
Interaktionspartner Funktion der Interaktion 
ZO-1 (Zona occludens 
Protein-1)  (Balda and Matter, 
2000). 
YB-1 reprimiert den c-erb-Promotor. Bei Ausbildung von 
Zell-Adhäsionen mit Expression von ZO-1 wird YB-1 an 
die ZO-1-Moleküle rekrutiert und der inhibitorische Effekt 
auf die c-erb-Expression aufgehoben. 
Aktin (Ruzanov et al., 1999)  Über die Interaktion von YB-1 mit den zytoplasmatischen 
Mikrofilamenten besteht eine Verbindung zwischen 
mRNA und zytoplasmatischem Transport. 
AP2 (Mertens et al., 1998)  AP2 und YB-1 aktivieren synergistisch die Transkription 
des MMP-2-Gens. 
p53 (Okamoto et al., 2000) ; 
(Mertens et al., 2002)  
p53 und YB-1 interagieren über 3 unterschiedliche 
Domänen von YB-1. p53 benötigt YB-1 zur Aktivierung 
des p21-Gens. YB-1, AP2 und p53 bilden einen Komplex 
im Bereich des Gelatinase A-Promotors, der in 
neoplastischen Zellen zu einer Aktivitätssteigerung führt. 
CTCF (multivalentes Zink-
Finger Protein) (Chernukhin 
et al., 2000)  
Die YB-1-Ko-Expression mit CTCF führt zu einer 
gesteigerten Repression des c-myc Onkogen-Promotors, 
ohne dass YB-1 alleine einen reprimierenden Effekt hat. 
Rel65 (Raj et al., 1996)  YB-1 interagiert direkt mit der p65-Untereinheit von NF-
kappa B und erhöht dessen Affinität für die NF-kappa B 
Bindungsstelle im viralen JC late promoter mit einem 
synergistischen Effekt auf die Transkription.  
Nukleolin (Chen et al., 2000)  Nukleolin und YB-1 stabilisieren gemeinsam die mRNA 
von Interleukin-2 durch Bindung im Bereich der 5’-
untranslatierten Region (UTR). 
TLS (translocation liposarco-
ma protein) (Chansky et al., 
2001)  
Über die Interaktion mit TLS wird YB-1 an die RNA-
Polymerase II rekrutiert und beeinflusst so das Spleißen. 
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JC virus late regulatory 
Agnoprotein (Safak et al., 
2002)  
Das virale Agnoprotein ist in der Lage, über eine direkte 
Interaktion mit YB-1 dessen Effekte auf die virale Gen-
Transkription zu reprimieren. 
Humane Endonuklease 
III (Marenstein et al., 2001)  
YB-1 kann die Aktivität der humanen Endonuklease III, 
einem Enzym, dass die Exzision mutierter Basen initiiert, 
steigern 
Heterogenes nukleäres 
Ribonukleoprotein K (hnRNP 
K) (Shnyreva et al., 2000)  
Über die Interaktion mit hnRNP K ist es denkbar, dass 
YB-1 einen Einfluss auf RNA-Export und RNA-
Verarbeitung im Zytoplasma hat. 
T-Antigen des humanen 
Polyomavirus JC (Safak et 
al., 1999a)  
Die Interaktion von YB-1 und dem viralen JC-T-Antigen 
transaktiviert synergistisch den viralen late promoter. 
Ferner erleichtert YB-1 die Repression des viralen early-
promoters durch das T-Antigen. 
Pur a (Safak et al., 1999b)  YB-1 und Pur a interagieren DNA-unabhängig. Sie 
beeinflussen gegenseitig ihre Bindung im Bereich des 
Promotors des humanen JC-Viruses und beeinflussen 
synergistisch die virale Genom-Transkription. 
Tabelle 2: Interaktionspartner von YB-1 
 15 
 
1.2 Das two hybrid-System: Identifikation von Protein-Protein-
Interaktionen 
 
Das two-hybrid-System wurde von Fields und Song (Fields and Song, 1989) erstmals 
zur Identifikation von Protein-Protein-Interaktionen etabliert.  
In diesem Modell werden zwei Plasmide in modifizierte Hefestämme eingebracht. 
Das erste Plasmid kodiert für ein Fusionsprotein aus dem Köder-Protein (bait-
Protein) und der DNA-Bindungsdomäne des GAL4-Transkriptionsfaktors. Das zweite 
Plasmid enthält die kodierende Sequenz für die GAL4-Aktivierungsdomäne und für 
das zu untersuchende Opfer-Protein (prey-Protein) bzw. eine cDNA-Bibliothek 
sämtlicher in einer Zelle exprimierten Proteine. Der erfolgreiche Einsatz des two 
hybrid-Systems hängt maßgeblich von der Qualität der cDNA-Bibliothek ab.  
Bei einer direkten Interaktion eines Proteins mit dem Köderprotein entsteht ein 
kompletter Transkriptionsfaktor mit GAL4-Bindungs- und Aktivierungsdomäne. Der 
hybride Protein-Komplex weist funktionell ähnliche Eigenschaften wie der Hefe-
eigene GAL4-Transkriptionsfaktor auf. Reportergene unter Kontrolle einer GAL4-
Bindungsstelle im Promotor werden hierdurch trans-aktiviert und komplettieren die 
Enzymausstattung und Wachstumseigenschaften der Hefen. 
Dem System liegt die Beobachtung zugrunde, dass Transkriptionsfaktoren modular, 
d.h. aus einer DNA-Bindungsdomäne (DB) und einer Transaktivierungsdomäne (AD) 
aufgebaut sind. Im two hybrid-System wird die zeitlich-räumliche Nähe von DNA-
Bindungsdomäne und Transaktivierungsdomäne durch eine Interaktion der 
Fusionsproteine gewährleistet. 
 
Der modifizierte Hefestamm und die Reportergene 
Der im two hybrid-System eingesetzte Hefestamm ist genetisch verändert: 
· Ein für die Histidinsynthese essentielles Gen, HIS3, ist im  Promotorbereich 
verändert, so dass es nur durch einen GAL4-Transkriptionsfaktor trans-
aktiviert werden kann. 
· Ferner ist das lacZ-Gen, welches für die b-Galaktosidase kodiert, stabil 
integriert und steht unter der Kontrolle eines GAL4-Promotors. b-
Galaktosidase setzt in einer enzymatischen Reaktion X-Gal (5-Brom-4-Chlor-
3-Indolyl-b-D-Galaktopyranosid) zu einem blauen Farbstoff um.  
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· Im Proquest ™ two-hybrid-Screen steht noch ein weiteres Gen, URA, unter 
dem Einfluss des GAL4-Promotors. URA wird für die Uracilsynthese benötigt. 
Steht dieses Gen nicht zur Verfügung, können die Zellen auf Uracil-
defizientem Medium nicht wachsen. Ferner kann dieses Enzym 5-Fluoro-
orotic-Säure (5-FOA) zu 5-Fluorouracil umsetzen, welches als Antimetabolit zu 
einer Wachstumshemmung der Hefen auf 5-FOA-haltigem Medium führt. 
Der Hefe-eigene GAL4-Transkriptionsfaktor ist ausgeschaltet, so dass erst die 
Interaktion zwischen bait- und prey-Protein einen aktiven GAL4-Transkriptionsfaktor 
gewährleistet. 
Für eine Interaktion zwischen prey- und bait-Protein sprechen: 
1. Wachstum auf Histidin- bzw. Uracil-defizientem Medium 
2. Kein Wachstum auf 5-FOA-haltigem Medium 
3. Enzymatische Reaktion von  X-Gal zu einem blauen  Farbstoff 
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1.3 Spleißen 
 
Spleißen bezeichnet eine post-transkriptionelle Veränderung der prä-mRNA bzw. der 
heterogenen nukleären mRNA (hnRNA) im Zellkern zur „reifen“ mRNA, welche nach 
diesem Prozess ins Zytoplasma transportiert wird und als Matrix für die 
Proteinsynthese dient. Die prä-mRNA ist das primäre Transkriptionsprodukt der 
DNA-abhängigen RNA-Polymerase II. Bei höheren Eukaryoten ist der für das Protein 
kodierende Teil des Gens durch sogenannte intervening sequences (Introne) 
unterbrochen (Kramer, 1996). Diese Introne, die im Vergleich zu den relativ kurzen 
Exonen (10 bis 400 Nukleotide) sehr lang sein können, werden beim Spleißen 
erkannt und herausgetrennt, so dass die mRNA nur noch aus Exonen besteht. Der 
Prozess des Spleißens muß präzise erfolgen, um eine Leserasterverschiebung zu 
vermeiden.  
Während bakterielle Gene in der Regel aus maximal zwei Exonen sowie einem 
trennenden Intron bestehen, ist der genomische Aufbau beim Menschen deutlich 
komplizierter. Ein Gen besteht oftmals aus einer Abfolge vieler Exone und Introne. 
Hierin begründet liegt die Möglichkeit des sogenannten alternativen Spleißens, die 
die Diversität und Vielfältigkeit der menschlichen Proteine bei einer relativ geringen 
Genzahl von ca. 30.000 ermöglicht. Die sogenannten variablen Exone mancher 
Gene werden je nach Anwesenheit von Spleiß-Faktoren herausgetrennt oder 
verbleiben und werden in die mRNA überführt.  
 
Vorgang des Spleißens 
Der Beginn und das Ende von Intronen werden anhand konservierter Sequenzen 
gekennzeichnet, die durch Spleiß-Faktoren erkannt werden.  
Der Spleiß-Vorgang erfolgt im spliceosome, welches sich aus den fünf 
Ribonukleoproteinen (small nuclear ribonucleoproteins, snRNP) U1, U2, U4, U5, U6 
und einer Vielzahl weiterer Proteine zusammensetzt (Kramer, 1996). 
Die Ribonukleoproteine enthalten kurze RNA-Fragmente, deren Sekundärstruktur 
hoch konserviert ist. Im Falle vom snRNP U1 ist die Sequenz der RNA konserviert 
und komplementär zur 5’-Spleiß-Stelle der prä-mRNA (Kramer, 1996). 
Im ersten, essentiellen Schritt der Spliceosomen-Formation bindet U1 snRNP an die 
konservierte 5’-Spleiß-Stelle AG½GUA/GAGU. Über Interaktion mit Serin- Arginin-
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reichen (SR-) Proteinen erfolgt die Rekrutierung von U2AF (U2 auxilliary factor, U2 
Hilfsfaktor) an die pyrimidinreiche Sequenz und die 3’-Spleiß-Stelle und bildet den 
sogenannten E-Komplex (Hastings and Krainer, 2001). In den nachfolgenden ATP-
abhängigen Schritten bindet U2 snRNP an den hochkonservierten 
Verzweigungspunkt (branching point) innerhalb der Introne (Kramer, 1996).  
Über die Bindung des snRNP-Komplexes U4/U5/U6 and U2 snRNP erfolgt eine 
Annäherung der 5’-splicing site an den Verzweigungspunkt, über einen 
Lariatkomplex werden Exone und Introne getrennt (Kramer, 1996).  
 
Alternatives Spleißen am Beispiel des adenoviralen E1A-Genes 
Das alternative Spleißen des adenoviralen E1A-Gens wird durch drei konkurrierende 
5’-splicing sites bestimmt, d.h. die Rekrutierung von U1 snRNP kann an drei 
unterschiedliche Stellen erfolgen. Ferner enthält das Gen zwei unterschiedliche 3’-
splicing Stellen, so dass insgesamt 5 Isoformen (9S, 10S, 11S, 12S und 13S) 
entstehen können (Abbildung 3) (Screaton et al., 1995). 
Die möglichen Isoformen des E1A-Proto-Onkogens unterscheiden sich in der Länge 
eines Exons bzw. in der Länge des herausgeschnittenen Introns. 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3: Das E1A-Minigen stellt ein Modell für Untersuchungen über 
alternatives Spleißen dar. Es enthält 3 alternative 5’-Spleißstellen sowie zwei alternative 
3’-Spleißstellen, so dass insgesamt 5 Isoformen entstehen können.  
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1.4 Serin-Arginin-(SR)-reiche Proteine 
 
Struktureller Aufbau der SR-Protein-Familie 
Die Mitglieder der SR-Proteinfamilie sind am Spleiß-Prozess beteiligt und werden 
aufgrund ihrer Struktur in zwei Unterklassen eingeteilt. 
ASF/SF2 als Prototyp der ersten Klasse besteht aus 248 Aminosäuren. Es besitzt 
zwei RNA-recognition motifs (RRM-1 und RRM-2  [oder Y-RRM]), welche durch eine 
Glycin-reiche Sequenz (glycine hinge) verbunden sind, sowie einen C-terminalen 
Bereich, der durch eine Ansammlung von Arginin-Serin-(RS)-Dipeptid-Motiven 
auffällt und deswegen als RS-Domäne bezeichnet wird.  
Das erste RRM ist ein konservierter Bereich von etwa 80 AS. Die Struktur aus a-
Helices und b-Faltblattstrukturen (b1a1b2b3a2b4) wird über ein hydrophobes Zentrum 
gut stabilisiert und weist auf der Innenseite zwei Ribonukleinprotein-Submotive, RNP-
1 und RNP-2, auf, deren aromatische Anteile eine Interaktion mit RNA vermitteln 
(Krainer et al., 1990a; Krainer et al., 1990b).  
Es wurde gezeigt, dass ASF/SF2 in dosisabhängiger Weise auch das alternative 
Spleißen mit Bevorzugung weiter abwärts gelegener 5’-splicing-sites (Krainer et al., 
1990a; Krainer et al., 1990b) beeinflusst. 
Die zweite, als Y-RRM bezeichnete RNA-Bindungsdomäne ist weniger stark in der 
Evolution konserviert. Die Aminosäuresequenz weist auf eine ähnliche Tertiärstruktur 
hin.  
SC35  als Prototyp der zweiten Klasse besitzt nur eine RRM sowie die C-terminale 
RS-Domäne. SC35 ist an der Formation des spliceosome-Komplexes beteiligt (Fu 
and Maniatis, 1990; Fu and Maniatis, 1992; Fu et al., 1992). 
 
Funktion der SR-Proteine 
SR-Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation des konstitutiven und 
alternativen Spleißen (Kramer, 1996), sowohl bei der Intron- als auch bei der Exon-
Definition. 
Bei der Intron-Definition unterstützen SR-Proteine im frühen Stadium des Spleiß-
Prozesses die Rekrutierung von U1 snRNP an die 5’-splicing Stelle (Hastings and 
Krainer, 2001) und ersetzen in höherer Konzentration dessen Funktion. Zudem 
rekrutieren SR-Proteine  U2 snRNP an die Verzweigungspunkte (branching   point)    
im   Intron (Hastings and Krainer, 2001). Hierdurch bilden sie eine Brücke zwischen 
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dem U1snRNP (5’-Seite) und den U2AF35 und U2AF65 (U2 auxillary factor: U2 
Hilfsfaktor) (3’-Seite) und definieren auf diese Weise die Länge des 
herauszutrennenden Fragmentes (Abbildung 4) (Hastings and Krainer, 2001). Über 
die Intron-Definition können Exone zusammen mit den benachbarten Intronen 
herausgetrennt werden.  
 
 
 
 
 
Bei der Exon-Definition binden die SR-Proteine an sogenannte exonic splicing 
enhancer (ESE), d.h. im Exon gelegene, das Spleißen beeinflussende Motive 
(Abbildung 5). Nach der Bindung von SR-Proteinen an diese Motive erfolgt eine 
Rekrutierung von U1snRNP an die 5’ gelegene Spleiß-Stelle und von U2AF35/65 an 
die 3’ gelegene Spleiß-Stelle. Die Exon-Definition ist z.B. bei der Auswahl von 
konkurrierenden 5’-Spleiß-Stellen von Bedeutung und führt zum Einschluss von 
alternativen Exonen. 
 
 
 
Abbildung 4: Intron-definiertes Spleißen. SR-Proteine bilden eine Brücke zwischen dem U1 
snRNP am 5’-Ende des Introns und dem U2AF am 3’-Ende des Introns.  
Abb. 4: Exon-definiertes Spleißen 
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Über eine Phosphorylierung der RS-Domäne können SR-Proteine aktiviert bzw. 
inaktiviert werden. 
Die Regulation des Spleissens erfolgt in erster Linie über Konzentrationsänderungen 
der SR-Proteine im Zellkern. Die verschiedenen SR-Proteine sowie weitere RNA-
bindende Proteine (z.B. der heterogenen nukleären Ribonukleo-Protein- (hnRNP-) 
Familie) konkurrieren um die RNA-Bindung und erzielen antagonistische Effekte 
(Hastings and Krainer, 2001). Genotoxischer Stress führt u.a. über eine p38-MAP-
Kinase-abhängige Phosphorylierung von hnRNPA1 zu dessen zytoplasmatischer 
Anreicherung. Als Folge ändert sich das nukleäre Konzentrationsverhältnis von 
ASF/SF2 und hnRNP A1 und somit das alternative Spleißen, da hnRNP A1 und 
ASF/SF2 um ähnliche Bindungsmotive innerhalb der prä-mRNA konkurrieren (van 
der Houven van Oordt et al., 2000). 
 
SRp30c  
Das von Screaton et al. (Screaton et al., 1995) erstmals beschriebene Protein 
SRp30c weist strukturelle und funktionelle Ähnlichkeiten mit ASF/SF2 auf. Es besitzt 
zwei RNA recognition motifs (RRM), die über eine Glycin-reiche Sequenz (glycine 
hinge) verbunden sind. Der C-Terminus von SRp30c enthält die namensgebenden 
Arginin-Serin- Dipeptide (RS-Domäne), ist jedoch kürzer als der von ASF/SF2 
(Abbildung 6).  
 
Abbildung 5: Exon-definiertes Spleißen. Nach Bindung an Spleiß-regulierende Sequenzen im 
Exon (ESE) vermitteln SR-Proteine die Rekrutierung von U2AF an das 5’-Ende und von U1 
snRNP an das 3’-Ende des Exons. 
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SRp30c beeinflusst das alternative Spleißen auf eine dem ASF/SF2 verwandte 
Weise: Bei hoher Konzentration kommt es durch die Bevorzugung der proximalen 5’- 
Spleiß-Stelle im E1A-Gen zur Expression der längeren 13S-Isoform (Denegri et al., 
2001; Screaton et al., 1995).  
 
Mittels des two hybrid-Systems wurde eine Reihe von SRp30c-Interaktionspartnern 
identifiziert:  
· Das nukleär und nukleolär lokalisierte Protein Nop30 beeinflusst über eine 
Interaktion mit SRp30c synergistisch das alternative Spleißen in Muskelzellen 
(Stoss et al., 1999). 
· Der Interaktionspartner von SAF-B (scaffold attachment factor B) ist am RNA-
Metabolismus, der Kernstruktur und Transkriptionsregulation beteiligt (Denegri 
et al., 2001). SAF-B (auch heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 
interacting protein, kurz HAP genannt) ist ein nukleär lokalisiertes Protein mit 
Einfluss auf die Transkription des heat shock protein 27- (HSP27-) Gens und 
hat Funktionen bezüglich der Architektur und strukturellen Organisation von 
Chromatin. HAP ist in kleinen nukleären Körperchen (Sam68 nuclear bodies, 
SNB) zusammen mit Sam68 (src activated during mitosis), SLM1 und 2 
(sam68 like mammalian proteins) lokalisiert. Die Funktion der SNB ist bisher 
wenig verstanden, einiges scheint dafür zu sprechen, dass sie am RNA-
Transport innerhalb des Kerns beteiligt sind (Chen et al., 1999). Die 
Interaktion von SRp30c mit HAP bedingt die Rekrutierung von SRp30c in 
sogenannte  Stress-induzierte Körperchen (stress induced bodies), in die nach 
Hitzeschock neben  HAP und Srp30c auch Sam68 und der splicing-Faktor 
9G8 rekrutiert werden.  
Die wechselnden Konzentrationsverhältnisse der Spleißfaktoren im Kern nach 
Hitzeschock beeinflussen das Spleißen. So wird im Verlauf von 2h nach 
Abbildung 6: Schematische Darstellung des Aufbaus von SRp30c. SRp30c besitzt 2 
RNA-Erkennungssequenzen (RRM und Y-RRM). Die namensgebenden RS-Dipeptide 
sind dargestellt (  ). 
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Hitzeschock eine Zunahme der 13S-E1A-Isoform des Minigens beschrieben, 
die nach weiteren 4h wieder auf das Ausgangsniveau zurückkehrt. Die 
Überexpression von HAP führt zu einer Veränderung der Konzentration von 
SRp30c und 9G8 und bedingt ein Spleißen des E1A Minigens zugunsten der 
10S-Isoform (Denegri et al., 2001). 
· SRp30c interagiert mit SLM2, einem weiteren Protein der SNB. SLM2 gehört 
in die Klasse der STAR-Proteine (signal transducer and activator of RNA) und 
fungiert als Adaptermolekül in der Signaltransduktion (Stoss et al., 2001). 
Dieses Protein antagonisiert den Effekt von SRp30c bei dem Spleißen des 
CD44-Minigenes und fördert den Einschluss des variablen Exons v5 über ein 
Purin-reiches enhancer Element.  
· Kürzlich publizierte Daten weisen eine funktionelle Interaktion von SRp30c 
und htrab2, dem humanen Analog des Drosophila-spezifischen Spleiß-Faktor 
tra2, nach (Young et al., 2002). Für die funktionelle Interaktion ist eine AG-
reiche Sequenz innerhalb des Exons 7 des SMN2 (survival motor neuron)-
Gens auf RNA-Ebene verantwortlich. An diese Sequenz bindet SRp30c nur 
schwach, bildet aber zusammen mit htrab2einen hochaffinen Komplex. Dieser 
führt dazu, dass das Exon 7 während des Spleißens auch in die mRNA 
übernommen wird. Hierdurch wird die stabilere Form des SMN2-Proteins 
exprimiert. Diese Isoform kann in transgenen Mäusen ohne intaktes SMN1-
Gen den deletären Verlauf der spinalen Muskelatrophie verhindern (Young et 
al., 2002). 
· Weitere Proteine wie p32 (Petersen-Mahrt et al., 1999) , das virale E4-ORF4 
(Estmer Nilsson et al., 2001) und PIR1 (phosphatase that interacts with 
RNA/RNP complex 1) (Yuan et al., 1998) interagieren mit SRp30c, ohne dass 
bisher eine funktionelle Relevanz aufgedeckt wurde.  
Zusammengenommen weisen diese Erkenntnisse darauf hin, dass die Regulation 
von SRp30c eng mit der nukleären Architektur verbunden und vor allem im Rahmen 
von Stress-Situationen bedeutsam ist. Unterstützt wird diese Beobachtung durch die 
Ergebnissen von Thiede et al. (Thiede et al., 2001), die eine gesteigerte Expression 
von SRp30c im Rahmen der Fas-induzierten Apoptose beobachten. 
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1.5   Ziel der Arbeit 
 
Das Y-box Protein-1 ist ein multifunktionales Protein mit Einfluss auf die 
Gentranskription, Translation und nach neueren Erkenntnissen auch auf den 
Spleißvorgang. Die unterschiedlichen Funktionen können nur durch 
Wechselwirkungen mit Partnerproteinen stattfinden. Ziel der Arbeit ist die 
systematische Identifizierung von YB-1-Partnerproteinen mittels des two hybrid-
Systems. 
Im zweiten Teil der Arbeit wird die Interaktion zwischen YB-1 und dem im two hybrid-
System gefundenen Spleiß-Faktor SRP30c näher untersucht. Dies schliesst die 
Charakterisierung beteiligter Proteindomänen sowie die Erarbeitung der funktionellen 
Relevanz für den Spleiß-Prozess ein.  
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2 METHODEN 
 
Sämtliche eingesetzten Materialen, Puffer, Lösungen und Medien sind im Anhang A 
aufgeführt.  
Eine systematische Darstellung grundlegender Methodiken und Versuchsprotokolle 
erfolgt im Anhang B.  
 
2.1 Das two hybrid-System 
 
Hefestämme 
Hefen sind Eukaryoten, die im Gegensatz zu Bakterien einen Zellkern und ein 
Genom mit 16 Chromosomen (Gesamtgröße 12.052 kb, 6.183 open reading frames) 
aufweisen. 
Aufgrund einer relativen genetischen Stabilität und kurzen Verdopplungszeit in der 
logarithmischen Wachstumsphase (ca. 90 Minuten in YPAD-Vollmedium, ca. 140 
Minuten in SC-Medium) eignen sich Hefen hervorragend als eukaryote 
Modellorganismen. Weitere Vorteile sind ihre einfache Kultivierung, die leichte 
Transfektion mit Plasmid-DNA und ihre geringe Pathogenität. 
 
MaV203 (Vidal et al., 1996a; Vidal et al., 1996b): 
Der Hefestamm MaV203 wird mittels folgender Bezeichnungen charakterisiert: 
· Mata:  Beschreibt den Fortpflanzungs- (mating-) Typ 
· leu2-3,112: Beschreibt eine Mutation im rezessiven Leucin-Gen, so dass die 
Hefen auf Leucin im Medium angewiesen sind. 
· trp1-901: Beschreibt eine Mutation im rezessiven Tryptophan-Gen, so dass 
die Zellen auf Tryptophan im Medium angewiesen sind. 
· his3D200: Das rezessive Histidin-Gen ist deletiert, so dass die Zellen Histidin 
im Medium benötigen. 
· ade2-101: Das rezessive Adenosin-Gen ist verändert, so dass Adenosin dem 
Medium hinzugegeben werden muß. 
· Gal4D: Der Gal4-Transkriptionsfaktor ist deletiert, so dass die Zellen keinen 
Gal4-Transkriptionsfaktor exprimieren. 
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· Gal80D: Ebenfalls deletiert ist die Gal80-Domäne, so dass auch kein 
funktionelles Gal80 (Gal4-Repressor) exprimiert wird. 
· SPAL10::URA3: Eine einzelne Gal4-Bindungsstelle ist im Promotorbereich 
des Uracil-Gens eingefügt, so dass das Gen nur bei vorhandenem Gal4 zur 
Verfügung steht. 
· GAL1::lacZ: An einer nicht näher charakterisierten Stelle im Genom ist ein 
Galaktosidase-Gen unter Gal4-Kontrolle eingefügt worden. 
· HIS3UAS GAL1::HIS3@LYS2: An der LYS2-Gen-Stelle ist ein dominantes 
Histidin-Gen mit einer Gal4-Bindungsstelle im Promotorbereich eingefügt 
worden, welches bei Gal4-Expression zur Verfügung steht. 
· can1R: Das Kanamycin-Resistenzgen ist rezessiv. 
· cyh2R: Das Cycloheximid-Resistenzgen ist rezessiv.  
 
Zusammenfassend bedingen diese genetischen Veränderungen, dass der 
Hefestamm eine Selektion für pDBLeu- und pPC-86-Plasmide aufgrund seiner 
Leucin- und Tryptophandefizienz erlaubt. Ferner wird kein Gal4-
Transkriptionsfaktor in den Hefen exprimiert, so dass das Ablesen der unter Gal4-
Kontrolle stehenden Reportergene (Histidin- und Uracil-Synthese, b-
Galaktosidase) auf die artifizielle Gal4-Rekonstitution und nicht auf Expression 
des endogenen Gal4-Proteins zurückzuführen ist. 
Das rezessive Cycloheximid-Resistenzgen ermöglicht ein sogenanntes Plasmid-
shuffling des pDBLeu-Plasmides. Das Plasmid-shuffling ermöglicht über 
Cycloheximid-haltiges Medium die Selektion von Hefezellen, welche nicht mehr 
über das pDBLeu-Plasmid verfügen. Dies kann für Retransformationsversuche 
genutzt werden. 
 
Kontrollstämme 
Kontrollstämme (A-E) ermöglichen eine Abschätzung der Interaktionsstärke von 
Proteinen. Alle Kontrollstämme wachsen auf Leucin- und Tryptophan-defizientem 
Medium und exprimieren Gal4-Hybridproteine, die unterschiedlich stark 
miteinander interagieren (Tabelle 3). 
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Tabelle 3: Kontrollestämme im two-hybrid System. 
 
 
Plasmide 
Zwei unterschiedliche Plasmide werden verwendet, eines für das bait-Gen, eines für 
das prey-Gen. Beide Plasmide besitzen eine ARS4/CEN6-Sequenz als 
Replikationsursprung. Hierdurch wird eine niedrige Plasmid-Kopienzahl in Hefezellen 
gewährleistet. Durch die niedrige Replikationszahl der Plasmide in Hefen werden (i) 
die Gefahr der Überexpression toxischer Proteine in Hefezellen vermindert, (ii) 
unspezifische Interaktionen aufgrund einer zu hohen Proteinexpression verhindert 
und dadurch (iii) die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse deutlich erhöht. 
 
Das pDBLeu-Plasmid 
Das pDBLeu-Plasmide hat eine Größe von 9903bp. Kernstück des Plasmids ist 
eine Basensequenz, die für die DNA-Bindungsstelle (Aminosäuren 1-147) des 
GAL4-Transkriptionsfaktors kodiert. An diese Sequenz schließt sich eine multiple 
cloning site an, mittels derer das zu testende protein of interest in das Plasmid 
kloniert werden kann. 
Kontroll-
stamm 
DNA-Bindungsstelle Aktivierungs-
domäne 
Interaktion Referenz 
A Kein Protein Kein Protein keine (Chevray and 
Nathans, 1992) 
B Humanes RB, AS 
302-928 
Humanes E2F1 
AS 342-437 
schwach (Otterson et al., 
1997) 
C Dorsophila DP, 
AS 1-377 
Drosophila 
E2F, 
AS 225-433 
moderat (Du et al., 1996) 
D Ratte cFos 
AS 132-211 
Maus, cJun 
AS 250-325 
stark (Fields and Song, 
1989) 
E Exprimiert den ganzen GAL4-
Transkriptionsfaktor 
sehr stark (Fields and Song, 
1989) 
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Der Promotor des Alkoholdehydrogenase-Gens ist vorgeschaltet und führt zu 
einer mäßigen Expression des Gens in Hefen. Das Terminatorsignal des 
Alkoholdehydrogenase-Gens hinter der multiple cloning site beendet die 
Transkription.  
 
Weitere Eigenschaften des Plasmids sind:  
1. Kanamycin-Resistenz (Selektion von transformierten Bakterien mittels 
Kanamycin im Medium (25µg/ml)). 
2. Das LEU2-Gen ermöglicht es Hefen (MaV203) trotz Fehlens des leu-
Genes (leu2-3,112) auf Leucin-defizientem Medium zu wachsen.  
3. Das dominante Allel des Cycloheximid-Gens (CYH2S) bedingt die fehlende 
Resistenz von Hefen mit pDBLeu-Plasmid gegenüber Cycloheximid. 
 
Herstellung von pDBLeu-YB-1 und pDBLeu-DYB-1 
YB-1 und DYB-1 werden mit spezifischen Primern (T-sYB1NcoI und T-aYB-
1SpeI) mittels PCR aus der cDNA-Bibliothek amplifiziert. Durch die Primer 
werden Restriktionsschnittstellen an die amplifizierten DNA-Fragmente 
angehängt, durch die das PCR-Produkte in den geschnittenen Vektor eingebaut 
werden kann. 
Die Fragmente werden auf einem 1%igen Agarose-Gel aufgetrennt und mit 
Ethidiumbromid-Färbung visualisiert, ausgeschnitten und die DNA aufgereinigt. 
Die aufgereinigte DNA sowie das pDBLeu-Plasmid werden in Restriktionverdaue 
mit SpeI und NcoI eingesetzt. Die DNA aus beiden Verdauen wird mittels Na-
Acetat und absoluten Alkohol gefällt und die DNA in einer Ligase-Reaktion 
eingesetzt. 
Die DNA wird mittels Hitzeschock in E.coli-Zellen (DH10B) transformiert, die 
Bakterien auf einer LB-Platte mit 25µg/ml Kanamycin ausgestrichen und bei 37°C 
über Nacht inkubiert. 
Gewachsene Kolonien werden in Kultur angezüchtet, die DNA extrahiert und 
analysiert: 
1. Die DNA wird mit SpeI und NcoI zur Überprüfung der Insertgröße verdaut. 
2. Das Fragment wird vom Übergangsbereich aus komplett sequenziert. Der 
Einbau muss nukleotidgenau und ohne Leserasterverschiebung erfolgen. 
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3. Das fehlerfreie Plasmid wird vervielfältigt. 
 
Das pPC-86-Plasmid 
Das leere „prey-“Plasmid hat eine Größe von 7093 Basenpaaren. Das Kernstück 
umfasst die Transaktivierungsdomäne des GAL4-Proteins (Aminosäuren 768-
881) zusammen mit der nukleären Translokalisationssequenz des SV40-T-
Antigens, an die sich eine multiple cloning Stelle anschließt. 
Auch diese Gensequenz wird umfasst von der Promotor- und Terminator-
Sequenz der Alkoholdehydrogenase. 
Der Selektion des Plasmides dienen zwei Gene: 
1. Das Gen für Ampicillinresistenz ermöglicht eine Kultivierung und Selektion 
in Medium mit 100µg/ml Ampicillin. 
2. Das TRP1-Gen ermöglicht das Wachstum von Hefen (MaV203) auf 
Trypthophan-defizientem Medium trotz ihrer Deletion im Trypthophan-Gen 
(trp1-901), wenn sie das Plasmid enthalten. 
 
 
MAB86 
Das MAB86-Plasmid ist ein dem pPC86 verwandtes Plasmid, das zur 
Klonierungen mittels gateway™-System geeignet ist, unterscheidet sich jedoch 
nicht im Aufbau und in der Funktion von pPC86. 
In das Plasmid MAB86 wurde eine cDNA-Bibliothek humaner Mesangialzellen 
kloniert. 
cDNA-Bibliotheken enthalten im Gegensatz zu genomischen Bibliotheken 
lediglich die kodierenden DNA-Abschnitte, d.h. es fehlen sowohl Introne als auch 
Promotorregionen. Ferner enthalten sie nur die cDNA der Proteine, die in den 
entsprechenden Zellen exprimiert werden.  
Aus humanen Mesangium-Zellen wurde RNA gewonnen und diese mittels 
oligo(dT)-Säulen aufgereinigt, um mRNA zu erhalten, wobei man sich das  
poly(A)+-3’-Ende der mRNA zu Nutze macht. Mittels reverser Transkriptase und 
einem Oligo-dT-Primer wird von der mRNA ein komplementärer DNA-Strang 
synthetisiert, die mRNA mit RNAse H verdaut und mit DNA-Polymerase I der 
komplementäre Strang synthetisiert. 
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Die doppelsträngige cDNA wird enzymatisch nach Herstellung von blunt-Enden 
oder entsprechender Restriktionsstellen in den Vektor eingebaut. 
 
Die verwendete Mesangialzell-cDNA-Bibliothek enthält 1x107 unabhängige Klone, 
mit einer durchschnittlichen cDNA-Länge von 1.5 kb im Restriktionsverdau, wobei  
über 87% der eingefügten Fragmente eine Größe von über 200 Basenpaaren 
aufweisen. 
 
Hefemedien 
Für die Hefekultur werden folgende Bestandteile eingesetzt:  
Bacto-Yeast-Extrakt     Difco (Hamburg)   
Bactopepton       Difco (Hamburg) 
Dextrose       Sigma (Deisendorf) 
Adeninsulfat       Gibco/Life Technologies 
Yeast nitrogen base     Gibco/Life Technologies 
Ammoniumsulfat      Sigma (Deisendorf)   
Aminosäurepulver1      Gibco/Life Technologies  
Histidin       Gibco/Life Technologies 
Tryptophan       Gibco/Life Technologies 
Uracil        Gibco/Life Technologies 
  
Bei den Hefemedien werden zwei Formen unterschieden, (i) ein sogenanntes Voll- 
oder YPAD-Medium und (ii) ein sogenanntes Selektiv- oder S(ynthetic) C(omplete)-
Medium. Das YPAD-Medium wird zum einen für die Kultivierung der nativen 
Hefezellen verwendet, zum anderen für die letzte Wachstumsphase vor 
Transformationen oder X-Gal-Testung.  
Das SC-Medium wird zur Kultivierung von transfizierten Hefen über einen längeren 
Zeitraum (z.B. über Nacht) eingesetzt, um einen entsprechenden Selektionsdruck zu 
erzeugen.  
                                                 
1 Das Aminosäurepulver besteht aus gleichen Mengen der nachfolgend aufgeführten Aminosäuren 
(alle von Gibco/Life Technologies): Alanin, Arginin, Aspartat, Asparagin, Cystein, Glutamat, Glutamin, 
Glycin, Isoleucin, Lysin, Methionin, Phenylalanin, Prolin, Serin, Threonin, Tyrosin, Valin. Hinzu kommt 
Adeninsulfat (ebenfalls Gibco/Life Technologies), in der gleichen Menge wie jede einzelne 
Aminosäure. 
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Ferner werden verschiedene Formen des Selektivmediums benötigt, um die 
exprimierten Proteine auf eine Interaktion zu testen. 
 
 
YPAD-Medium 
Das YPAD-Medium ist das Vollmedium für Hefen ohne jegliches 
Selektionskriterium. 
Für einen Liter werden eingesetzt: 
· Bacto-Yeast-Extrakt   10 g 
· Bactopeptone    20 g 
· Dextrose    20 g 
· Adeninsulfat    100 mg 
· Aqua dest.   ad 1000 ml 
 
· Einstellen des pH-Wertes mit HCl auf 6.0 
· Für YPAD-Platten gibt man pro Liter 20g Agar hinzu. 
· Das Medium wird bei 121°C 20 Minuten lang autoklaviert. 
· Das Flüssigmedium wird bei 4°C gelagert und ist für 2 Monate haltbar. 
· Beim Gießen von YPAD-Platten wird gewartet, bis das Medium auf etwa 55°C 
heruntergekühlt ist, bevor man es in die Platten gießt. Nach dem Abkühlen 
werden die Platten für 48 Stunden bei Raumtemperatur kopfüber in Alufolie 
eingewickelt gelagert, anschließend mit Parafilm umwickelt und bei 4°C 
dunkel aufbewahrt. 
 
SC-Medium  
Das SC-Medium stellt ein Selektivmedium für Hefen dar. Es besteht aus einem 
Stamm-Medium sowie Ergänzungslösungen. Die Ergänzungslösungen werden 
mit destilliertem Wasser angesetzt und steril filtriert aufbewahrt: 
· 40 %ige  Glukoselösung 
· 100 mM  Histidin-Lösung 
· 40 mM  Tryptophan-Lösung 
· 20 mM  Uracil-Lösung 
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Für zwei Liter Stamm-Medium werden gemischt: 
· Yeast nitrogen base   3,4 g 
· Ammoniumsulfat    10 g 
· Aminosäurepulver   2,7 g 
· Aqua dest.    ad   2000  ml 
· pH-Wert-Einstellung auf 5.9 mit NaOH 
 
Für SC-Platten werden pro Liter 20g Agar hinzugegeben. 
Das Medium wird bei 121°C 20 Minuten lang autoklaviert. 
 
Dem Stamm-Medium werden nach dem Autoklavieren und dem Herunterkühlen 
auf ca. 65°C 50ml einer 40%igen Glukoselösung pro Liter hinzugeben. 
Entsprechend den weiteren Anforderungen werden Aminosäurelösungen bzw. 3-
Amino-Triazol oder 5-FOA hinzugeben. Eine pH-Wertangleichung erfolgt nicht.  
 
SC-Leu-Medium (pro Liter):   8 ml  100 mM  Histidin 
      8 ml  40 mM  Tryptophan 
       8 ml  20 mM  Uracil 
 
SC-Leu-Trp-Medium (pro Liter):  8 ml  100 mM  Histidin 
       8 ml  20 mM  Uracil 
 
SC-Leu-Trp-Ura (pro Liter):   8 ml  100 mM  Histidin 
 
SC-Leu-Trp-His (pro Liter):   8 ml  20 mM  Uracil 
     
SC-Leu-Trp-His + 3-AT (pro Liter):   8 ml  20 mM  Uracil  
3-AT  entsprechend der gewünschten 
molaren Konzentration 
 
SC-Leu-Trp+ 0,2% 5-FOA (pro Liter): 8 ml  100 mM  Histidin 
       8 ml  20 mM  Uracil 
       2 g    5-FOA 
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Das Medium ist bei 4°C für etwa 2 Monate haltbar. 
Die Platten werden sofort nach dem Fertigstellen gegossen. Nach dem Aushärten 
werden die Platten für 48 Stunden bei Raumtemperatur kopfüber in Alufolie 
eingewickelt gelagert, anschließend mit Parafilm™ umwickelt und bei 4°C dunkel 
aufbewahrt. 
 
Kultivierung von Hefen in Flüssigmedien 
Eine einzelne Kolonie wird in etwa 20-50ml eines entsprechenden Flüssigmediums 
gegeben. Die Kultur wird über Nacht bei 30°C im Schüttler bei etwa 180 rpm 
inkubiert. 
· Für die Transformation erfolgt am nächsten Morgen eine Überimpfung der 
Übernachtkultur in ein Vollmedium (Ziel-OD600=0.1), in welchem sich die Zellen 
noch etwa zwei Mal teilen (finale OD600=0.4), so dass sie sicher in der 
logarithmischen Wachstumsphase sind.  
· Für die Plasmidextraktion werden etwa 1.5 ml eines entsprechenden 
Selektionsmediums mit einer Kolonie angeimpft und über Nacht bei 30°C und 180 
rpm inkubiert. 
 
Kultivierung von Hefen auf Agarplatten 
Der Ausstrich von Hefezellen auf Agarplatten erfolgt zur Vereinzelung von 
Hefezellen, Generierung von genetisch identischen Kolonien und zur Selektion nach 
erfolgter Transformation auf einem entsprechenden Selektionsmedium. 
Die auszustreichenden Zellen werden in Aqua dest. suspendiert. 
Für die Selektion ist eine Verdünnung der Suspension notwendig, um ein 
Überwachsen zu verhindern. 
 
Anlegen von Hefestocks 
Mit einem autoklavierten Zahnstocher werden 2ml eines entsprechenden Mediums  
mit einer einzelnen Hefekolonie angeimpft und für etwa 24 h kultiviert. 500 µl des 
bewachsenen Mediums werden in ein Eppendorfgefäß überführt. Hinzu kommen 
500 µl autoklavierten Glycerols. Die Suspension wird geschüttelt, in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren und die Hefestöcke bei -70°C gelagert. 
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Replika-Techniken 
Für das two hybrid-System werden zwei verschiedene Replika-Techniken 
angewandt. Für diese Techniken sind eine runde Stahl-Platte (Æ12.5cm) auf einer 
Standvorrichtung und langflorige Samt-Tücher erforderlich. 
Die einfache „Replika-Technik“ dient dem Überimpfen von einer Platte auf andere 
Platten mit unterschiedlichen Medien. Hefe-Klone werden auf einer SC-Leu-Trp-
Platten kultiviert und von dieser auf andere Platten mit Selektionsmedium überimpft. 
Hierzu wird ein Samt-Tuch auf die Stahlplatte gespannt und auf dem Samttuch ein 
Negativabdruck der SC-Leu-Trp-Platte gemacht. Nacheinander werden nun die 
einzelnen Selektionsplatten auf das Samt-Tuch gedrückt, so dass eine Kopie der 
Ausgangsplatte entsteht. Bei diesem Verfahren kommt es auf das richtige Maß an 
Druck an, um ein Verwischen der Hefezellen zu verhindern. 
Die „Replika clean Technik“ dient der Reduzierung des Hintergrundes. Nach Replika-
Schritten bzw. nach Inkubation von Platten ist es oftmals erforderlich, den 
Hintergrund für alle Kolonien zu reduzieren. Bei dieser Technik werden die Platten 
auf die mit frischen Samt-Tüchern bespannte Stahlplatte gedrückt, bis die 
ausgestrichenen Zellen nur noch als leichter Schimmer zu erkennen sind. Hierbei 
liegt der Anpressdruck etwas höher als bei der einfachen Replika-Technik. 
Die Samt-Tücher werden nach Benutzung unter fließendem Wasser gewaschen und 
in einer Schale mit Wasser autoklaviert. Die trockenen Samt-Tücher werden noch 
einmal trocken autoklaviert und vor Verwendung trocknen gelassen, da es bei 
feuchten Samttüchern zu einer Verwischung der Zellen kommt. 
 
Transfektion von Hefen 
Die Transfektion von Hefen wird sequentiell vorgenommen, d.h. in zwei 
Transfektionsansätzen werden nacheinander zwei Plasmide in die Hefen 
transformiert. 
Grundsätzlich lassen sich zwei Transfektionstechniken unterscheiden, die 
unterschiedlichen Zwecken dienen. 
 
Small scale Transfektion 
Diese Transfektion mit kleinem Ansatz dient dem gezielten Einbringen definierter 
Plasmide.  
Diese Transfektion kommt bei drei verschiedenen Versuchen zum Einsatz: 
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1. Die Transfektion nativer Hefezellen mit den „bait-Plasmiden“ (pDBLeu-YB-1, 
pDBLeu-DYB-1) bzw. dem leeren Kontrollvektor pDBLeu. 
2. Bereits mit pDBLeu-Plasmiden transfizierte Zellen werden mit definierten 
„prey-Plasmiden“ transfiziert, z.B. dem Leervektor pPC86 als Negativkontrolle. 
Diese Transfektion dient z.B. der Abschätzung der erforderlichen 3-AT-
Konzentration. 
Außerdem kann hierbei das Transfektionsprotokoll optimiert werden, um eine 
möglichst hohe Transfektionseffizienz zu erreichen. 
3. Im Rahmen der Retransfektion werden die mit pDBLeu-Plasmiden 
transfizierten Hefezellen mit den identifizierten und aus den Hefen extrahierten 
Plasmiden versetzt. 
  
100ml einer YPAD-Kultur mit nativen oder mit pDBLeu-Plamiden transfizierten 
Hefezellen in der logarithmischen Wachstumsphase (OD600= 0.5) werden auf 
zwei 50ml Falcon-Tubes verteilt und die Zellen bei 2.500 rpm für 5 Minuten 
zentrifugiert. Die Pellets werden in 20 ml Aqua dest. resuspendiert und erneut 
zentrifugiert. Zum Erzielen einer hohen Kompetenz werden die gewonnenen 
Zellen in jeweils 10 ml 1x TE/LiAc-Puffer resuspendiert und nach fünf Minuten 
Inkubation erneut pelletiert. 
Das Pellet wird in 175 µl 1x TE/LiAc-Puffer aufgenommen und gepoolt. Für die 
Transfektion werden pro Plasmid 240 µl 1x PEG/TE/LiAc-Puffer in ein 1.5 ml 
Eppendorfgefäß gegeben. Hinzu kommen 100 ng Plasmid-DNA (10 µl einer 10 
ng/µl Verdünnung und 10 µl frisch denaturierter Lachsspermien-DNA als carrier-
DNA (10 mg/ml (die Denaturierung erfolgt über ein 5-minütiges Aufkochen und 
anschließendes Inkubieren auf Eis)). Zu diesem Transfektionsgemisch kommen 
50 µl der Zellsuspension. Nach kurzem und kräftigem Schütteln werden die 
Eppendorfgefäße für 30 Minuten bei 30°C unter regelmäßigem Schütteln 
inkubiert. 
Vor dem Hitzeschock werden zu jedem Ansatz 30 µl (1/10 des Volumens) DMSO 
(Dimethyl-Sulfoxid) gegeben. Nach kurzem Vortexen erfolgt der Hitzeschock für 
15 Minuten bei 42°C.  
Im Anschluß werden die Zellen bei 14.000 rpm für 30 Sekunden pelletiert und in 
1000 µl Aqua dest. resuspendiert. 50-100 µl werden auf einer kleinen SC-Leu- 
oder SC-Leu-Trp-Platte ausgestrichen. Nach 48 h Inkubation bei 30°C werden die 
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Platten ausgewertet und gegebenenfalls von einzelnen Kolonien Stocks angelegt. 
Die Platte kann mit Parafilm ™ umwickelt und für die weitere Verwendung bei 4°C 
gelagert werden. 
 
large scale Transfektion 
Die large scale Transfektion wird zur Transfektion der Hefen mit der cDNA-
Bibliothek in MAB86 verwendet. Hierbei kommt es auf eine hohe 
Transfektionseffizienz an, um möglichst wenig cDNA einzusetzen.  
Zwei Tage vor der Transfektion werden 40 Platten (Æ 13cm) mit SC-Leu-Trp-His-
Agar +40 mM 3-AT gegossen. Die Platten werden nach dem Aushärten 24h in 
Alufolie eingewickelt getrocknet, dann mit Parafilm ™ umwickelt und bis zur 
Transfektion aufbewahrt. 
Eine 50ml SC-Leu-Kultur mit pDBLeu-YB-1 bzw. pDBLeu-DYB-1 wird angeimpft 
und bei 30°C für etwa 12-16 Stunden im Schüttler inkubiert. 400ml YPAD-Medium 
werden mit dieser Kultur zu einer OD600 von 0.1 angeimpft und bis zu einer OD600 
von 0.45 bei 30°C wachsen gelassen. 
Die YPAD-Kultur wird nach Erreichen der geeigneten OD auf 50ml-Gefäße verteilt 
und die Zellen bei 2.500 rpm 5 Minuten lang zentrifugiert. Jedes Pellet wird in 25 
ml Aqua dest. gewaschen und jeweils zwei Gefäße werden gepoolt. Die Zellen 
werden erneut pelletiert, in 10 ml 1x TE/LiAc-Puffer resuspendiert und für einige 
Minuten inkubiert. Nach erneutem Pelletieren der Zellen werden diese in 625 µl 
1x TE/LiAc-Puffer resuspendiert und in einem Gefäß gepoolt. 
Zu der Zellsuspension werden 200 µl frisch denaturierte Lachs-DNA und 15 ml 1x 
PEG/TE/LiAc-Puffer zugegeben. 
Die Suspension wird gleichmäßig (1000 µl) auf 20 Eppendorfgefäße verteilt und 
mit jeweils 30 µl (10 ng/µl) der Bibliotheks-Plasmid-cDNA versetzt. 
Die Eppendorfgefäße werden kurz und kräftig gevortext und anschließend im 
30°C Wasserbad für 30 Minuten unter regelmäßigem Schütteln inkubiert. 
Vor dem Hitzeschock kommen 100 µl DMSO (1/10 des Volumens) hinzu, der 
Hitzeschock erfolgt bei 42°C für 15 Minuten. 
Die Zellen werden dann bei 8.000 g für 30 Sekunden pelletiert und in 400 µl Aqua 
dest. resuspendiert. 
Jeweils 200 µl werden auf SC-Leu-Trp-His+40mM 3-AT-Platten ausgestrichen. 
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Positive Klone des Bibliotheken-screens werden nach folgenden Kriterien 
identifiziert: 
· Nach 60 Stunden Inkubation bei 30°C ist eine deutliche Kolonie 
erkennbar. 
· Die Kolonie unterscheidet sich vom Hintergrund durch (i) die 
Ausdehnung in der Breite und (ii) der Ausdehnung in Höhe. Gerade 
dieses letzte Kriterium macht einen deutlichen Unterschied. 
· Nach dem Replika clean der Platten ist ein erneutes Wachstum in Höhe 
und Ausdehnung nach weiteren 48h zu erkennen. 
Die positiven Klone werden mit einer sterilen Pipettenspitze gepickt und in 200 µl 
Aqua dest. überführt. 100 µl der Suspension werden auf einer 10 cm-Agarplatte 
mit SC-Leu-Trp-Medium ausgestrichen und bei 30°C kultiviert. Mit den restlichen 
Hefen wird flüssiges SC-Leu-Trp-Medium angeimpft und für 24 h bei 30°C 
inkubiert. Hiermit wird ein Hefestock angelegt.  
 
Einstellung der 3-Amino-Triazol-Konzentration 
Die Titrierung der 3-Amino-Triazol-Konzentration dient der Reduzierung des 
Hintergrundes. Die primäre Identifikation von positiven Klonen geschieht über ihre 
Wachstumseigenschaft auf His-defizientem Medium.  
In Vorversuchen werden die Wachstumseigenschaften von mit pDBLeu-YB-
1/pDBLeu-DYB-1/pDBLeu transfizierten Hefen auf His-defizientem Medium überprüft, 
die aus der Transaktivierungsfähigkeit von YB-1 resultiert. In einem weiteren Schritt 
wird die 3-Amino-Triazol-Konzentration bestimmt, die zur Unterdrückung des 
Wachstums ausreichend ist. 
Für diese Vorversuche werden Hefezellen sequentiell erst mit pDBLeu, pDBLeuDYB-
1 oder pDBLeu-YB-1 und anschließend mit pPC86 transfiziert und nebeneinander 
zusammen mit den internen Kontrollen A-E auf einer SC-Leu-Trp-Platte 
ausgestrichen. Nach 36 h Wachstum erfolgt ein Replika-Schritt auf SC-Leu-Trp-His-
Platten mit steigenden 3-AT-Konzentrationen (10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM, 50 
mM). Die Platten werden mittels Replika clean Technik auf einen einheitlichen 
Hintergrund reduziert. Nach 48 h Inkubation wird das Wachstumsverhalten der 
einzelnen Klone beurteilt und die geeignete 3-AT-Konzentration bestimmt.  
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Testung der Klone  
Zur weiteren Überprüfung der Interaktion zwischen  
„Köder“- und „Opfer“-Protein werden die Klone auf 
ihre Wachstumseigenschaften überprüft. Hierzu 
werden vier einzelne Kolonien des 
entsprechenden Klons auf einer großen SC-Leu-
Trp Platte nebeneinander ausgestrichen. Ferner 
werden auf dieser Platte vier einzelne Klone der 
jeweiligen Kontrollstämme A-E und der 
Negativkontrolle (pDBLeu-YB-1/pDBLeu-DYB-1 + 
pPC86) ausgestrichen. Die Platten werden für 24 
Stunden bei 30°C inkubiert (Abbildung 7). 
 
Nach der Inkubationszeit werden die ausgestrichenen Kolonien mittels der Replika-
Technik auf jeweils eine SC-Leu-Trp-Ura-Platte, eine SC-Leu-Trp-His+50mM 3-AT-
Platte, eine SC-Leu-Trp+0.2% 5-FOA-Platte und eine YPAD-Platte übertragen. Die 
Hefezellen auf den Platten mit 3-AT und 5-FOA werden sofort nach der Überimpfung 
mittels Replika clean einmal gesäubert. Nach 24 h Inkubation bei 30°C wird die 
Zellzahl auf allen Platten durch die Replika clean-Technik verringert. 
Auf die YPAD-Platte wird eine Nitrocellulose-Membran aufgelegt. Nach 24 Stunden 
Inkubation wird diese Membran wieder vorsichtig abgezogen und ein X-Gal-Test 
durchgeführt. 
Die Auswertung nach 48 h Inkubation erfolgt nach Wachstumsausdehnung der 
Kolonien in die Breite und vor allem in die Höhe. 
 
X-Gal-Test auf Expression der ß-Galaktosidase 
Für den X-Gal-Test werden die Hefen auf YPAD-Platten, die mit einer Nitrocellulose-
Membran bedeckt sind, bei 30°C kultiviert. Nach 24 h wird die Membran sorgfältig  
abgezogen und auf eine Alufolie gelegt und bedeckt, jedoch nicht eingewickelt, um 
ein Ablösen der Kolonien von der Membran zu verhindern. Die Membran wird mit der 
Alufolie für eine Minute vorsichtig in flüssigen Stickstoff getaucht, um die 
Zellmembranen aufzubrechen. 
Abbildung 7: Beimpfung einer Platte 
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Pro Membran werden 10 ml Färbelösung aus 100 µl X-Gal-Lösung und 60 µl b-
Mercaptoethanol in Puffer Z hergestellt und mit dieser werden zwei whatman-Filter 
getränkt. 
Die Membran wird aus dem flüssigen Stickstoff genommen, kurz luftgetrocknet und 
dann auf die getränkten whatman-Filter gelegt. 
Zur Enzymreaktion werden die Membranen samt Filter für 24 h bei 37°C inkubiert. 
Die Auswertung erfolgt nach der Blaufärbung der Kolonien. Bereits eine leicht 
angedeutete Blaufärbung, wie sie bei der internen Kontrolle B zu sehen ist, spricht 
für eine schwache Interaktion. 
 
Identifikation positiver Klone 
Ein Klon wird als positiv bewertet, wenn die Wachstumseigenschaften die 
Transaktivierung aller Reportergene widerspiegelt:  
· Wachstum auf Histidin-defizientem und 3-AT-enthaltendem Medium 
· Wachstum auf Uracil-defizientem Medium 
· Expression der b-Galaktosidase 
· Kein Wachstum auf Medium mit 0.2% 5-FOA 
 
Die als positiv identifizierten Klone werden noch einmal in SC-Leu-Trp-
Flüssigmedium kultiviert und als Glycerol-Stock eingefroren. Außerdem wird das 
Plasmid aufgereinigt.  
  
Plasmidgewinnung aus Hefen 
Für die Plasmidgewinnung aus Hefen wurden verschiedene Protokolle getestet. 
 
Plasmidgewinnung mittels alkalischer Lyse 
1ml einer Übernachtkultur wird durch Zentrifugieren bei 14.000 rpm für 30 
Sekunden pelletiert. Das Pellet wird in 100 µl 3%iger SDS-Lösung mit 0.2 N 
Natronlauge resuspendiert und für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Unter kurzem Vortexen kommen 500 µl TE-Puffer und 60 µl 3M Na-Acetat-
Lösung (ohne pH-Werteinstellung) hinzu. Mit jeweils 600 µl Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol (25:24:1) wird das Zellgemisch zweimal gewaschen und jeweils 
die obere Phase in ein neues Eppendorfgefäß überführt. Nach den zwei 
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Aufreinigungsschritten wird die DNA durch Zugabe von 650 µl eiskaltem 
Isopropanol für 20 Minuten bei –20°C gefällt. 
Nach 5minütiger Zentrifugation bei 14.000 rpm  wird die gefällte DNA noch einmal 
mit 70%igem Ethanol gewaschen und nach vollständigem Verdampfen des 
Ethanols in 10 µl Aqua dest. aufgenommen, die für die Transfektion mittels 
Elektroporation oder Hitzeschock eingesetzt werden. 
 
Plasmidgewinnung mittels STET-Puffer 
5ml der Übernachtkultur werden bei etwa 3.000 rpm für 5 Minuten zentrifugiert. 
Das Pellet wird in 300 µl STET (8% Sucrose als osmotisch wirksamer Bestandteil, 
3% Triton X-100 als Tensid) resuspendiert und in ein Eppendorfgefäß mit 200 µl 
Glaskügelchen gegeben. Hinzu kommen 150 µl Phenol und 150 µl Chloroform. 
Das Gemisch wird für 5 Minuten gevortext. Die Phasentrennung erfolgt durch 10-
minütige Zentrifugation bei 14.000 rpm. 300 µl der oberen, wässrigen Phase 
werden in ein neues Eppendorfgefäß überführt und mit 300 ml 
Chloroform:Isoamylalkohol  (24:1) versetzt. Nach einer Minute Vortexen und 10 
Minuten Zentrifugieren bei 14.000 rpm werden 300 µl der oberen Phase in ein 
neues Eppendorfgefäß überführt. Die Präzipitation der DNA erfolgt über die 
beschriebene Na-Acetat-Fällung.  
 
Plasmidgewinnung mittels Elektroporation 
Der Plasmid-Transfer von den eukaryoten Hefezellen in kompetente 
Bakterienzellen erfolgt mittels Elektroporation (Marcil and Higgins, 1992). 
Hierzu werden 40 µl kompetente  E.coli-Zellen (DH10B) auf Eis aufgetaut. Die 
entsprechende Hefekolonie wird mit einer Pipettenspitze gepickt und durch 
vorsichtige Pipettierschritte mit den aufgetauten Bakterien vermischt. Das Hefe-
Bakterien-Gemisch wird ohne Luftblasen in eine gekühlte Elektroküvette 
gegeben. 
Der erste Impuls erfolgt mit folgenden Einstellungen: U=750 V, C=50 µF und 
R=100 W. Es soll das Plasmid aus den Hefezellen herausgebracht werden, 
jedoch die Bakterienmembran nicht zerstören. 
Die Küvette wird für zwei Minuten auf Eis inkubiert, bevor durch einen zweiten 
Impuls mit U=1500 V, C=50 µF und R=150 W das Plasmid in die Bakterien 
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gebracht wird. Die Bakterien werden mit 1 ml SOC-Medium aus der Küvette 
herausgespült und für eine Stunde bei 37°C im Schüttler inkubiert. Die Zellen 
werden bei 3.000 rpm für 7 Minuten pelletiert und in 100 µl Aqua dest. 
resuspendiert. Die Suspension wird auf einer LB-Agar-Platte mit 100 µg/ml 
Ampicillin ausgestrichen. 
 
Plasmidgewinnung durch ein modifiziertes Protokoll mit dem QIAprep™ Spin 
Miniprep Kit  
Dieses Protokoll basiert auf dem Protokoll zur Plasmidextraktion aus E.coli von 
Qiagen (QIAprep™ Spin Miniprep Kit) und ist von Michael Jones2 für Hefen 
modifiziert worden. 
7 ml eines adäquaten Hefe-Selektionsmediums werden mit einer Hefe-Kolonie 
beimpft und über Nacht bei 30°C und 180 rpm im Schüttler kultiviert. Die Zellen 
werden bei 3000 rpm für 5 Minuten pelletiert und in 250 µl P1-Puffer (siehe 
Anhang) resuspendiert. 
Die Suspension wird in ein neues Eppendorfgefäß überführt, in welchem sich 200 
µl Glaskügelchen befinden. Das Eppendorfgefäß wird für 5 Minuten bei 
maximaler Geschwindigkeit gevortext und dann für 5 Minuten stehen gelassen, 
um ein Absinken der Glaskügelchen zu ermöglichen. Der Überstand wird in ein 
neues Eppendorfgefäß überführt und mit 250 µl P2-Puffer (siehe Anhang) zur 
weiteren Lyse versetzt. Nach 5 Minuten wird die Lyse durch Hinzugeben von 350 
µl N3-Puffer (siehe Anhang) gestoppt. Das weitere Vorgehen entspricht dem 
normalen Protokoll für die Minipräparation von Plasmid-DNA. Von der 
aufgereinigten DNA werden 5-10 µl für die Elektroporation  eingesetzt. 
 
Re-Transfektion 
Die Re-Transfektion erfolgt mit dem Ziel, noch einmal die Interaktion von Köder- und 
Opfer-Protein zu verifizieren. Hierfür werden frische Hefen erneut transfiziert, so dass 
nur bait- und prey-Plasmid enthalten sein können. Neben einer zufälligen Interaktion 
kann hiermit auch ausgeschlossen werden, dass noch ein weiters prey-Plasmid, 
welches nicht extrahiert wurde, eine positive Interaktion vorgetäuscht hat. 
Die Transfektion erfolgt nach dem oben beschriebenen Protokoll. Es werden die 
Plasmide pDBLeu, pDBLeu-YB-1 und pDBLeu-DYB-1 transfiziert. In die bereits mit 
                                                 
2 Michael Jones, Chugai Institute for Molecular Medicine, Ibaraki, Japan 
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den verschiedenen pDBLeu-Plasmiden transfizierten Hefen werden die Plasmide für 
die einzelnen identifizierten Proteine transfiziert. Ferner wird als Negativkontrolle das 
Leerplasmid pPC86 transfiziert.  
Der X-Gal Test wird nach der bereits vorher verwendeten Technik durchgeführt. 
 
Ein zusammenfassender Überblick über die Schritte beim two hybrid-System ist in 
Abbildung 8 schematisch dargestellt:  
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Herstellung der bait-Plasmide: 
· pDBLeu-YB-1 
· pDBLeu-DYB-1 
Herstellung der prey-Plasmide 
· pPC86-AP2  
· pPC86-p53 
 
 
Transfektion der Hefen mit: 
· pDBLeu 
· pDBleu-YB-1 
· pDBLeu-DYB-1 
Anlegen von Hefestocks: 
· MaV203-pDBLeu 
· MaV203-pDBLeu-YB-1 
· MaV203-pDBLeu-DYB-1 
 
Transfektion von pDBLeu- 
Plasmiden enthaltenden  
Hefen mit: 
· pPC86 
· pPC86-p53 
· pPC86-AP2 
Bestimmung der  
Transfektionseffizienz 
Optimierung des  
Transfektionsprotokolls 
 
Testung der Hintergrund-
aktivität von pDBLeu-YB-1 
und pDBLeu-DYB-1 mit 
pPC86. 
 
Bestimmung der optimalen 
3AT-Konzentration 
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Kultivierung von MaV203- 
pDBLeu-YB-1 oder  
MaV203-pDBleu-DYB-1 für  
den Bibliotheks-Screen 
Herstellung von 40 großen 
Platten mit SC-Leu-Trp-His+ 
40mM 3AT 
(entsprechend der Ergebnisse  
der Vorversuche) 
Transfektion von  
MAB-cDNA 
Selektion der transformierten 
Hefezellen auf 
SC-Leu-Trp-His+ 40mM 3AT 
Agar-Platten 
Überprüfung der  
Transfektionseffizienz  
auf SC-Leu-Trp-Platten 
Erst-Identifikation  
der gewachsenen Kolonien 
Nach 48h Wachstum 
Ausstreichen der 
gewachsenen Kolonien 
auf SC-Leu-Trp-Platten  
 
Anlegen von Hefestocks 
der gewachsenen Kolonien 
Zweit-Identifikation  
der gewachsenen Kolonien 
nach weiteren 48h Wachstum 
Replika clean 
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Ausstreichen der identifi- 
zierten Kolonien auf einer  
SC-Leu-Trp-Platte zusammen 
mit Kontrollen 
Kolonie 1      Kontrolle A 
 
Kolonie 2      Kontrolle B 
 
Kolonie 3      Kontrolle C 
 
Kolonie 4      Kontrolle D 
 
Kolonie 5      Kontrolle E 
 
Negativ-        Positiv- 
Kontrolle       Kontrolle 
 
 Wachstum für  24h bei 30°C 
REPLIKA auf weitere SELEKTIONSPLATTEN 
YPAD SC-Leu-Trp- 
URA 
SC-Leu-Trp 
+ 5FOA 
SC-Leu-Trp- 
HIS +  
60mM 3AT 
Blau-Färbung im 
X-Gal-Test Wachstum 
Positiver Klon? 
Kein 
Wachstum Wachstum 
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IDENTIFIKATION 
positiver Klone 
 Kultivierung für 24h 
PLASMID- 
EXTRAKTION 
 
ELEKTRO- 
PORATION 
 
AMPICILLIN- 
SELEKTION 
 
KULTIVIERUNG 
 
 
 
 
BAKTERIEN- 
STOCKS 
 
PLASMID- 
EXTRAKTION 
 
 
 
 
 
VERDAU 
Mit NOT I  / SALI  
SEQUENZIERUNG 
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2.2 Proteinanalytik und Western blot 
 
Proteingewinnung aus Zellen 
Die Zelllyse erfolgt mittels mechanischer und chemischer Zerstörung der 
Zellmembran. Das Zellsediment wird nach der Zellernte in 1 ml des Zelllyse-Puffers 
suspendiert und dabei mehrfach mit einer 2 ml-Spritze durch eine Nadel auf- und 
abgezogen. Das Gemisch wird für 15 Minuten bei 4°C im Überkopfschüttler inkubiert 
und anschließend 15 Minuten bei 4°C und 14.000 rpm zentrifugiert. Im Sediment 
befinden sich aufgebrochene Membranen sowie partikuläre Bestandteile des 
Zytosols. Das im Überstand befindliche zytoplasmatische Zelllysat steht nun zur  
Western Blot-Analyse oder für Immunpräzipitationen zur Verfügung. Für die 
Degradation der RNA wird das Zelllysat für eine halbe Stunde mit RNase bei 37°C 
inkubiert. Der Erfolg der Degradation wird durch Amplifikation des GAPDH-Genes 
mittels RT-PCR überprüft. 
 
Immunpräzipitation von Proteinen 
Für die Co-Immunpräzipitation werden Zelllysate eingesetzt. 
 
Aufreinigung des Pansorbins 
100 µl Pansorbin werden nach vorherigem Schütteln in ein frisches Eppendorf-
Gefäß mit 1000µl PBS-Pufferlösung gegeben. Das Reaktionsgemisch wird kurz 
geschüttelt und für 2 Minuten bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der 
Überstand wird verworfen und  das Sediment erneut in 1000 µl PBS-Puffer 
gewaschen. Der Überstand wird verworfen und das pelletierte Pansorbin in 200 µl 
PBS-Puffer aufgenommen. Das gewaschene Pansorbin steht nun für das 
preclearing und die Immunpräzipitation zur Verfügung. 
 
Preclearing 
Um unspezifisch an Pansorbin gebundene Proteine zu entfernen, wird zunächst 
ein sogenanntes preclearing durchgeführt.  Hierzu werden 400 µl des Zelllysats in 
ein autoklaviertes Eppendorf-Gefäß überführt und mit 40 µl des gereinigten 
Pansorbins versetzt. Außerdem werden noch 4 µl eines unspezifischen IgG1 
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dazugegeben. Dieser unspezifische Antikörper (sog. Prä-Immunserum) bindet 
nicht an Epitope der Zielproteine. Das Eppendorf-Gefäß wird für 30 Minuten bei 
4°C im Überkopf-Schüttler inkubiert. Um die an Pansorbin-Partikel über den 
Antikörper unspezifisch gebundene Proteine abzutrennen, wird die Probe für 10 
Minuten bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Im Überstand befindet sich nun das 
gereinigte Zelllysat. 
 
Immunpräzipitation bzw. Co-Immunpräzipitation 
200 µl des gereinigten Zelllysats werden in eine autoklavierte Eppendorf-Küvette 
gegeben und mit 2 µl des unverdünnten Antikörpers, mit dem immunpräzipitiert 
werden soll, versetzt. Die Küvette wird mit Parafilm umklebt und über Nacht bei 
4°C (Kühlraum) im Überkopfschüttler inkubiert. 
Die Pansorbin-Partikel werden erneut gewaschen (siehe oben) und 20 µl davon 
zu der Probe gegeben. Die Suspension wird für 1 Stunde bei 4°C im 
Überkopfschüttler inkubiert und zentrifugiert (14.000 rpm, 4°C, 3 Minuten), um die 
Pansorbin-Partikel samt Antikörper und gebundenen Proteinen absinken zu 
lassen. Der Überstand wird verworfen, das Sediment in 1000 µl RIPA-Puffer 
resuspendiert und die Probe in eine neue Eppendorf-Küvette überführt. Die Probe 
wird zentrifugiert (14.000 rpm, 4°C, 3 Minuten), der Überstand abzentrifugiert und 
das Sediment in 1000 µl RIPA-Puffer resuspendiert. Diese Waschschritte werden 
insgesamt acht Mal durchgeführt.   
Nach der letzten Zentrifugation wird das Sediment in 50 µl 2x- sample buffer für 
Western-Blots aufgenommen. Die Proben werden nun für 3 Minuten im 
Thermoblock auf 95°C erhitzt, um die enthaltenen Bestandteile - Proteine, 
Antikörper und Pansorbin-Partikel – zu denaturieren. Anschließend wird die Probe 
kurz zentrifugiert, um die Pansorbin-Partikel absinken zu lassen. Der Überstand 
wird zur  SDS-Gelelektrophorese eingesetzt. Bis zur weiteren Verwendung 
werden die Proben für kurze Zeit auf Eis gelagert. 
Immunoblotting 
Zur Detektion der Proteine werden diese in einem denaturierenden SDS-
Polyacrylamid-Gel mittels Elektrophorese (die sogenannte SDS-PAGE) aufgetrennt. 
Das Gel besteht aus einem oberen Teil, in dem die Proben gesammelt werden 
(Sammelgel) und einem unteren Teil, dem sogenannten Trenngel. 
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Die SDS-PAGE wurde mit einem BIORAD-Gelelektrophorese-System durchgeführt.  
Nach gründlicher Reinigung der Glasplatten mit Aqua dest. und 70%iger 
Ethanollösung werden die zwei getrockneten Platten gegeneinander in die Apparatur 
zum Gießen der Gele eingespannt. 
Zunächst wird entsprechend den Angaben aus Tabelle 3 das 10%ige Trenngel 
hergestellt und bis etwa 1 cm unterhalb des oberen Randes der Glasplatte eingefüllt. 
Das Trenngel wird mit Aqua dest. überschichtet, um eine ebene Geloberfläche zu 
erhalten. Die Polymerisation des Gels dauert etwa 30 Minuten. 
 
 
Anzahl der Gele 
2 4 
 
  
Volumen 
ca.10 ml ca. 20 ml 
H2O 4 ml 8 ml 
resolving Puffer 2.5 ml 5 ml 
SDS 10% 100 ml 200 ml 
Acryl-/Bisacrylamid 30% 3.4 ml 6.8 ml 
TEMED 10 ml 20 ml 
APS 10% 100 ml 200 ml 
 
Tabelle 4: Ansätze für Trenngele 
 
 
Das überschichtete Wasser wird abgegossen bzw. mit einem Filterpapier abgesogen. 
Nun wird das Sammelgel gemäß Tabelle 4 angesetzt, auf das polymerisierte 
Trenngel bis nahezu unmittelbar unter den oberen Rand der vorderen Glasplatte 
gegossen und der BIORAD-Kamm zur Ausbildung der Geltaschen eingesetzt. Die 
Polymerisation des Trenngels dauert ebenfalls ca. 30 Minuten.  
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Anzahl der Gele 
2 4 
H2O 2.4ml 4.8ml 
stacking Puffer 1.0ml 2.0ml 
SDS 10% 40ml 80ml 
Polyacrylamid 30% 520ml 1040µl 
TEMED 5ml 10ml 
APS 10% 50ml 100ml 
 
Tabelle 5: Ansätze für Sammelgele 
 
Nach der Polymerisation des Sammelgels werden die Glasplatten mit den 
gegossenen Gelen aus der Apparatur entnommen, in die Gelelektrophorese-
Apparatur eingespannt und in die Elektrophoresekammer eingesetzt. Die Geltaschen 
werden mit SDS-Elektrodenpuffer ausgespült und die Kammer anschließend mit dem 
Puffer bis zum oberen Rand gefüllt. Die Geltaschen werden mit den aufzutrennenden 
Proben (z.B. immunpräzipitiertes Zelllysat) befüllt. Maximal sind die Geltaschen mit 
20 µl beladbar.  
Die Gelkammer wird an ein Spannungsgerät angeschlossen (100-150V) und die 
SDS-Gelelektrophorese gestartet. Anschließend werden die Glasplatten mit den 
Gelen aus der Apparatur entnommen, die vordere Glasplatte mitsamt dem oberen 
Sammelgel entfernt und die hintere Glasplatte mit dem aufliegenden Trenngel kurz in 
Transferpuffer gelegt.  Das Gel kann nun nach Coomassie gefärbt oder für den 
Transfer auf eine Nitrocellulose-Membran vorbereitet werden. 
 
Coomassie-Färbung 
Die Coomassie-Färbung dient dem Sichtbarmachen aller im SDS-Gel 
aufgetrennten Proteine, die als blaue Banden erscheinen. Es wird z.B. eingesetzt, 
um die Reinheit von rekombinant hergestelltem Protein nachzuweisen. 
Das Gel wird nach der SDS-PAGE für 30 Minuten in einer großen Petrischale in 
20ml Coomassie-Färbelösung gelegt. Die Inkubation in der Entfärbelösung erfolgt 
ebenfalls über 30 Minuten. Gegebenenfalls muss die Entfärbelösung mehrfach 
gewechselt werden, um den Hintergrund zu verringern und so die auf dem Gel 
angefärbten Proteinbanden sichtbar zu machen.  
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Western blot 
Der western blot erlaubt das spezifische Erkennen von Proteinen mittels 
Antikörper. Zu diesem Zweck werden die im Gel aufgetrennten Proteine auf eine 
Nitrocellulose-Membran geblottet. 
Nach folgendem Schema (Abbildung 9) wird der Transfer der aufgetrennten 
Proteinfraktionen von dem SDS-Gel auf eine Nitrocellulose-Membran vorbereitet: 
 
 
 Kathode 
Schwamm 
Whatman-Filter 
Nitrozellulose-Membran 
SDS-Gel 
Whatman-Filter 
Schwamm 
Anode 
 
 
Abbildung 9: „Sandwich“-Aufbau beim Transfer 
 
Die Proteine werden bei 100V und 4°C  über 1 ½ Stunden auf die 
Nitrozellulsoemembran transferiert. Anschließend wird die Nitrozellulosemembran 
in TTBS-Puffer gewaschen, die Membran in 5%iger Magermilch bei 
Raumtemperatur über 2 Stunden geblockt und anschließend drei Mal jeweils 10 
Minuten in TTBS-Puffer gewaschen. 
Der 1. Antikörper (mono- oder polyklonal) wird in TTBS-Puffer verdünnt für 6-8 
Stunden auf die Nitrozellulosemembran gegeben. Nach erneutem Waschen der 
Membran - drei Mal jeweils 10 Minuten in TTBS - wird der Peroxidase-gekoppelte 
Sekundär-Antikörper in TTBS-Puffer auf die Membran gegeben und für 1 Stunde 
bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wird die Membran wiederum drei 
Mal für jeweils 10 Minuten in TTBS-Puffer gewaschen.   
Die Entwicklung des Blots erfolgt mit Hilfe des ECL-Systems (Amersham).  
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Stripping 
Um Membranen nochmals mit einem anderen Antikörper untersuchen zu können, 
wird die Nitrozellulose-Membran kurz in TTBS-Puffer gewaschen und dann für 30 
Minuten in Stripping-Puffer (inkl. Beta-Mercaptoethanol) bei 65°C inkubiert und 
drei Mal für jeweils 10 Minuten in TTBS-Puffer gewaschen.  
 
 
2.3  Indirekte Immunfluoreszenz  
 
Für die indirekte Immunfluorszenz werden autoklavierte Deckgläschen in 
Sechslochplatten ausgelegt, bevor die Zellen ausgesät werden. Für die Versuche am 
konfokalen laser scanning Mikroskop werden die Zellen mit GFP-YB-1 bzw. GFP als 
Kontrolle und mit FLAG-markiertem SRp30c oder leerem FLAG-Vektor transfiziert. 
Für die Detektion des endogenen YB-1 erfolgt nur die Transfektion mit FLAG-
SRp30c bzw. dem leeren Kontrollplasmid. Nach 48h werden die Zellen 
weiterverarbeitet. Das Medium wird abgesaugt und die Zellen werden zweimal mit 
PBS-CM gewaschen, mit 4%igem Paraformaldehyd in PBS für 30 Minuten bei 37°C 
fixiert und anschließend erneut mit PBS-CM gewaschen. Um die reaktiven Gruppen 
des Paraformaldehyds zu inaktivieren und ein unspezifische Antikörperbindung zu 
verhindern, werden die Zellen für 5 Minuten mit 250 mM Ammoniumsulfat in PBS-CM 
inkubiert. 
Die Zellmembranen werden mit 0.1% Triton X-100 in PBS-CM für 5 Minuten 
aufgeschlossen. Unspezifische Bindungen werden durch Inkubation mit PBS-CM + 
0.1% Triton X-100 + 0.2% BSA (Puffer X) für 5 Minuten geblockt. 
Der erste Antikörper (anti-FLAG für die Versuche am konfokalen laser scanning 
Mikroskop bzw. anti-DbpB für die Detektion von endogenem YB-1) wird auf 1:300 in 
Puffer X verdünnt und 50 µl werden auf jedes Deckgläschen gegeben. Die 
Sechslochplatten werden in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur für 30-60 
Minuten inkubiert. Der Antikörper wird mit Puffer X heruntergewaschen und die 
Zellen noch zwei Mal gewaschen. Der zweite Antikörper (TRITC-markierter 
Antikörper) wird 1:600 in Puffer X verdünnt und 50 µl der Verdünnung werden auf die 
Deckgläschen gegeben. Die Sechslochplatten werden in einer feuchten Kammer bei 
Raumtemperatur für 30-60 Minuten im Dunkeln inkubiert. Der zweite Antikörper wird 
mit Puffer X heruntergewaschen, die Zellen werden zwei Mal mit Puffer X gewaschen 
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und anschließend einmal mit PBS-CM. Die Deckgläschen werden vorsichtig 
entnommen, bei Raumluft getrocknet und mit Immumount eingebettet, um sie 
anschließend unter dem Mikroskop auszuwerten. 
Die laser scanning Mikroskopie erfolgt am LSM 510 Meta der Firma Zeiss.  
Der Blendendurchmesser wird auf 1µm eingestellt. Das GFP-Protein wird mit einer 
Wellenlänge von 488 nm angeregt, die Detektion erfolgt mittels eines FITC-Filters in 
einem Wellenlängenbereich zwischen 500 nm < lFITC < 540 nm. Der TRITC-
Antikörper wird mit 543 nm Wellenlänge angeregt, die Detektion mittels eines TRITC-
Filters erfolgt im Bereich von 550 nm bis 600 nm. 
 
 
2.4 In vivo Spleißanalyse 
 
Für die in vivo Spleißanalysen werden HeLa-Zellen mittels CaPO4-Präzipitaten mit 
folgenden Plasmiden transfiziert: 
· pSG5-YB-1 in aufsteigenden Konzentrationen: 1 µg, 5 µg, 10 µg. 
· pCR-FLAG-30c bzw. pCR-FLAG, 5 µg pro Ansatz. 
· pMTE1A, 15 µg pro Ansatz. 
· Die Gesamtmenge der eingesetzten DNA von 50 µg wird durch Zugabe des 
leeren pSG5-Kontrollplasmids erreicht. 
48 h nach Transfektion werden die Zellen geerntet und die mRNA isoliert. Die mRNA 
wird mittels eines oligo-dT-Primers in cDNA umgeschrieben und mit den Primern 
pMTE1A-sense und pMTE1A-antisense in der PCR eingesetzt.  
Die PCR-Produkte werden in einem 3%igen Agarose-Gel zusammen mit einen 1 kb- 
und 100 bp- Längenstandard aufgetragen.  
Die Bandenintensität wird mittels des Optiquant™-Programmes quantifiziert. Die 
Gesamtintensität aller Banden pro Spur wird als 100% gesetzt.  
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3  Ergebnisse 
 
3.1 Interaktionspartner von YB-1 im two hybrid-System 
Die cDNA von Volllängen-YB-1 und einem im C-Terminus trunkierten YB-1 wurde 
mittels spezifischer Primer und einer proof-reading-Taq-DNA-Polymerase aus einer 
Mesangialzellen-cDNA-Bibliothek amplifiziert. Die GC-reiche Sequenz der YB-1-
cDNA erforderte den Zusatz von Salzen (GC-melt). Das amplifizierte Stück und der 
pDBLeu-Vektor wurden in getrennten Ansätzen mit NcoI und SpeI geschnitten und 
anschließend ligiert. Die Sequenzierung ergab den fehlerfreien Einbau der YB-1-
cDNA ohne Leserasterverschiebung. 
Die cDNA-Bibliothek der humanen Mesangialzellen wurde auf Insertgröße und 
Kolonienzahl getestet. Sie enthält 1x107 unabhängige Klone mit einer 
durchschnittlichen Insertgröße von etwa 1.5 kb. 
 
Die Versuche des two hybrid-Systems, insbesondere Hefekultivierung, Transfektion 
und Lagerung, wurden im Wesentlichen entsprechend den Empfehlungen des 
Herstellers Life Technologies durchgeführt. Zwei Teilschritte des Protokolls wurden 
abgewandelt und optimiert: 
1. Die sequenzielle Hefe-Transfektion bedurfte im zweiten Schritt einer 
größtmöglichen Effizienz. Mindestens 1x106 unabhängige Klone sollten 
hergestellt werden, so dass es mit hoher Wahrscheinlichkeit zur Expression 
jedes cDNA-Fragmentes kommt. Durch eine minimierte cDNA-Menge wird die 
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse erhöht, da die Anzahl der mit zwei „Opfer“-
Plasmiden transfizierten Hefeklone gering gehalten werden kann. Außerdem 
führt eine vorherige Amplifikation der cDNA-Bibliothek zu einem 
überproportionalen Anteil der in Mesangialzellen stark exprimierten Gene.  
Eine hohe Transfektionseffizienz wurde durch folgende Optimierungen 
gewährleistet:  
a) Die PEG-Lösung wurde steril filtriert, um eine Veränderung des 
Gewicht-Volumen-Verhältnisses durch Autoklavieren zu verhindern. 
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Eine Änderung dieses Verhältnisses hat großen Einfluß auf die 
Transfektionseffizienz.3 
b) Die carrier-DNA wurde nicht Ultraschall-behandelt, bevor sie in den 
Transfektionsansatz eingesetzt wurde, da die Größe der Einzelstrang-
DNA keinen Einfluß auf die Transfektionseffizienz hat. 
c) Die Zugabe von 1/10 Volumen DMSO zum Transfektionsansatz vor 
Beginn des Hitzeschockes erhöhte die Transfektionseffizienz (Hill et al., 
1991). Diese Verbesserung wurde auch in verschiedenen 
Transfektionsansätzen mit und ohne DMSO bestätigt. Die Effizienz lag 
etwa um 50% höher. 
d) Die Inkubationsmodalitäten des Transfektionsansatzes wurden 
optimiert. Eine Inkubation über 30 Minuten bei 30°C im Wasserbad 
erhöhte die Transfektionseffizienz durch einen optimalen 
Temperaturausgleich innerhalb des Ansatzes. Ein Hitzeschock von 15 
Minuten stellte einen optimalen Kompromiss bezüglich sinkender 
Transfektionseffizienz bei kürzeren Intervallen und geringerer 
Überlebensrate bei längeren Intervallen dar.  
e) Ein Ausplattieren des Transfektionsansatzes auf insgesamt 40 Platten 
(Æ 13cm) verhinderte ein Überwachsen von Hefen ohne 
Selektionsdruck. 
 
2. Die Plasmidextraktion aus den selektionierten „positiven“ Klonen ist mit einer 
Reihe von Problemen behaftet: 
a) Die Zellmembran eukaryoter Hefezellen ist schwieriger aufzuschließen 
als die Zellwand von Bakterien, was die Anwesenheit von 
Glaskügelchen sowie einen modifizierten Lyse-Puffer erforderlich 
macht. 
b) Da in dem eingesetzten two hybrid-System die Plasmide in den 
Hefezellen nur in niedriger Anzahl (low copy) vorliegen, bedarf es einer 
höheren Zellzahl und einer effizienten Lyse der Hefezellen. 
                                                 
3 Agatep, R., Kirkpatrick, R.D., Parchaliuk, D.L., Woods, R.A., and Gietz, R.D., (1998) Transformation 
of Saccharomyces cerevisiae by the lithium acetate/single stranded carrier DNA/ polyethylene glycol 
(LiAc/ss-DNA/PEG) protocol.  
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c) Die zur Elektroporation von Bakterien eingesetzte Plasmid-DNA mußte 
von Proteinen, Elektrolyten und Chloroform- sowie Phenol-Resten 
gereinigt sein, da ansonsten eine Elektroporation fehlschlägt. 
 
Aus einer Reihe verschiedener Protokolle erwies sich das modifizierte 
Protokoll von Qiagen (QIAprep Mini Spin) zur Plasmid-Aufreinigung als 
geeignet. Die Vorteile sind: 
a) Durch den Zusatz von Glaskügelchen in den Lyse-Puffer wurden die 
Hefen zusätzlich desintegriert. 
b) Die Aufreinigung des Plasmids ohne Phenol und Chloroform war 
ungiftig, mit geringem Aufwand möglich und gewährleistete eine hohe 
Transformationseffizienz bei der Elektroporation. 
c) Die Reinheit der Plasmide war hoch, so dass eine optimale 
Elektroporation möglich war. 
 
Initial wurden die pDBLeu-Plasmide, in einem weiteren Schritt die pPC86-Plasmide in 
die Hefen eingebracht. Die doppelt transfizierten Hefen wurden bezüglich einer 
optimierten 3-Amino-Triazol-(3-AT-)Konzentration getestet. Da YB-1 an der 
Transkriptionsinitiation beteiligt ist, konnte nicht ausgeschlossen werden, dass auch 
im Hefesystem pDBLeu-YB-1 bzw. pDBLeu-DYB-1 in der Lage sind, die Transkription 
der Reportergene in Abwesenheit der GAL4-Aktivierungsdomäne zu aktivieren. 
Eine optimale Unterdrückung des Wachstums wurde bei einer Konzentration von 
40mM 3-AT erreicht. Bei dieser Konzentration war das Wachstum der Hefen, die das 
pDBLeu–YB-1- bzw. das pDBLeu-DYB-1-Plasmid mit pPC86 besitzen, unterdrückt. 
Ferner war das Wachstum des Kontrollstammes B (leichte Interaktion) unterdrückt.  
Nach Optimierung des Transfektionsprotokolles und der 3-AT-Konzentration wurde 
die cDNA-Bibliothek auf interagierende Proteine untersucht. Für die Testung der 
Bibliothek mit pDBLeu-DYB-1 wurden 4.1x106 Hefezellen mit cDNA-Plasmiden 
transfiziert, d.h., jedes Plasmid wurde in etwa zwei Mal in Hefezellen eingebracht.  
Die Auswertung ergab 139 Klone, die nach 48 Stunden gewachsen und nach einem 
Replika-Reinigungsschritt sowie einer weiteren Inkubation für 48h bei 30°C wuchsen. 
Von jedem Klon wurde ein Hefestock und eine SC –Leu –Trp - Platte angelegt. Von 
den 139 Klonen wurden 17 entsprechend den Selektionskriterien als eindeutig positiv 
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identifiziert. Von den positiven Klonen wurden die Plasmide aufgereinigt und in E.coli 
transformiert.  
 
Für die Testung der Bibliothek auf eine Interaktion mit dem durch pDBLeu-YB-1 
exprimierten Fusionsprotein wurden 1.6x106 Hefezellen mit pDBLeu-YB-1 und 
cDNA-haltigen Plasmiden transfiziert, so dass jedes Plasmid im Mittel ein- bis zwei 
Mal transfiziert wurde.  
Die Auswertung ergab nach 48 Stunden 87 Klone, die nach einem Replika-
Reinigungsschritt sowie einer weiteren Inkubation für 48h bei 30°C wuchsen. Von 
jedem Klon wurde ein Hefestock und eine SC –Leu –Trp - Platte angelegt. Die 87 
Klone wurden weiter getestet und 25 entsprechend den Selektionskriterien als 
eindeutig positiv identifiziert. Aus den positiven Klonen wurden die Plasmide 
aufgereinigt und in E.coli transformiert. 
Die transformierten Bakterien wurden auf LB-Agar-Platten mit Ampicillinzusatz 
ausgesät und selektioniert. Bakterienklone wurden gepickt und in LB-Medium mit 
Ampicillinzusatz kultiviert, um das amplifizierte Plasmid anschließend aufzureinigen. 
Ein Restriktionsverdau mit Not I und Sal I erlaubte eine Größenabschätzung des 
Inserts, bevor es mittels PCR-Reaktion sequenziert und die Sequenz im BLAST-
Programmes mit bekannten DNA-Sequenzen verglichen wurde.  
Die nachfolgende Übersicht (Tabelle 6) gibt die identifizierten Proteine wieder: 
 
Protein (prey) Anzahl „positiver“ Klone /bait 
 
YB-1 DYB-1 
1. Agrin precursor 0/29 1/17 
2. Latent TGF-b binding protein 3 (LTBP3) 4/29 1/17 
3. Latent TGF-b binding protein 4 (LTBP4) 1/29 3/17 
4. Granulin 10/29 6/17 
5. Phospholipid-Scramblase 4/29 0/17 
6. ADP/ATP carrier protein (ANT) 1/29 0/17 
7. Fibullin 1 3/29 0/17 
8. Fibrillin 1 1/29 1/17 
9. Fibrillin 2 1/29 1/17 
10. Notch-3 0/29 1/17 
11. Spleißfaktor SRp30c 2/29 0/17 
12. Unbekannte Proteine 2/29 3/17 
 
Tabelle 6: Übersicht der mit YB-1 und DYB-1 im two hybrid-System gefundenen Proteine 
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Ein schematischer Überblick über die im Agarosegel bestimmten Insertlängen sowie 
die sequenzierten Abschnitte der verschiedenen bait-Plasmide ist nachfolgend 
gegeben (Abbildung 11-19). 
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1. Agrin (Abbildung 10) 
Agrin gehört zur Gruppe der Heparansulfat Proteoglykane, das als unterschiedliche 
Isoformen exprimiert wird. Agrin ist maßgeblich an der Differenzierung von Synapsen 
v.a. an der neuromuskulären Endplatte verantwortlich (Bezakova and Ruegg, 2003). 
Neuere Untersuchungen zeigen ferner eine bedeutende Rolle von Agrin als ko-
stimulatorischer Faktor in der immunologischen Zell-Zell-Interaktion (Khan et al., 
2001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 10: Agrin als Interaktionspartner von DYB-1. Dargestellt ist die komplette 
mRNA mit dem proteinkodieren Sequenzabschnitt (CDS) sowie das im two hybrid- 
System mit Dyb-1 gefundene Agrinfragment mit den sequenzierten Abschnitten (u). 
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2. und 3. LTBP-3 und -4 (Abbildung 11) 
Latent transforming growth factor-β binding Proteine (LTBP) gehören zur 
LTBP/Fibrillin-Proteinfamilie, die Fibrillin-1 bis -3 sowie die Proteine LTBP-1 bis -4 
umfaßt (Ramirez and Pereira, 1999). Diese Proteine besitzen eine große Anzahl 
sogenannter epidermal growth factor (EGF-)-ähnlicher Proteindomänen sowie 
Domänen mit acht Cystein-Resten (Kanzaki et al., 1990), über die eine Protein-
Protein-Interaktion mit der Extrazellulärmatrix und der Zelloberfläche vermittelt wird 
(Rao et al., 1995). Die vier LTBPs ähneln sich in Größe (140-220kDa) und 
Aminosäuresequenz (Mangasser-Stephan and Gressner, 1999).  
LTBPs finden sich in der Extrazellulärmatrix in erster Linie mit Fibrillin, Kollagen und 
Fibronektin kolokalisiert (Dallas et al., 1995; Taipale et al., 1996).  
Die verschiedenen LTBPs weisen eine differentielle Expression auf, wobei LTBP-4 
maßgeblich in der Aorta, im Herz sowie im Darm exprimiert wird (Saharinen et al., 
1998), LTBP-3 wird v.a. im epithelialen und Bindegewebe exprimiert (Yin et al., 
1995). LTBP-1, -3 und -4 binden über Disulfid-Brücken kovalent TGF-β (Gleizes et 
al., 1996; Munger et al., 1997) bzw. an die sogenannten latency-associated Proteine 
(LAPs) (Gleizes et al., 1996; Saharinen et al., 1996), welche eine inaktive Vorstufe 
von zwei homodimerisierten TGF-β-Propeptiden darstellen.  
LTBPs werden sowohl im Komplex mit TGF-β als auch alleine sezerniert (Taipale et 
al., 1994). Hierbei unterscheidet sich das Verhältnis bei malignen Zellen zwischen 
ungebundenem und an LTBP gebundenem TGF-β von dem benigner Zellen (Eklov 
et al., 1993). In Magenkarzinomzellen konnte gezeigt werden, dass TGF-β, welches 
nicht mit LTBP assoziiert ist, nicht sezerniert werden kann (Mizoi et al., 1993). 
Hieraus wurde der Schluß gezogen, dass LTBPs eine Sekretionshilfe für TGF-β 
darstellen und dieses in inaktivierter Form in der Extrazellulärmatrix speichern 
(Olofsson et al., 1995).  
Für eine Aktivierung von TGF-β durch Auflösung der LTBP-Bindung sind 
verschiedene Mechanismen beschrieben. Matrixdegradierende Metalloproteinasen 
wie Plasmin, MMP-2 und MMP-9 können TGF-β aus der Bindung freisetzen (Sato 
and Rifkin, 1989; Yu and Stamenkovic, 2000), wodurch ein 
Rückkopplungsmechanismus zwischen Matrixabbau und Matrixerhaltung über 
freigesetztes TGF-β entsteht (Ignotz et al., 1986). Die Freisetzung von TGF-β aus 
der LTBP-Bindung durch Thrombospondin-1 (Schultz-Cherry and Murphy-Ullrich, 
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1993) stellt einen wichtigen Mechanismus in der Wundheilung dar (Border et al., 
1992; Border and Ruoslahti, 1990). 
Ein weiterer Aktivierungsmechanismus besteht über Interaktion der LTBPs mit dem 
avß6 Integrin (Munger et al., 1999) sowie dem avß8 Integrin (Mu et al., 2002). Diese 
Integrine, die v.a. von Endothelzellen während Entzündungsprozessen exprimiert 
werden, können die TGF-β vermittelte Wundheilung initiieren.  
Außerdem spielen Veränderungen im extrazellulären Milieu eine Rolle für die TGF-β-
Freisetzung. Das Absinken des pH-Wertes kann vermutlich über Denaturierung des 
LAP zu einer TGF-β-Freisetzung führen (Lyons et al., 1988), während oxidativer 
Streß die kovalenten Disulfid-Bindungen verändert, so dass TGF-β freigesetzt wird 
(Barcellos-Hoff, 1996; Barcellos-Hoff et al., 1994).  
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Abbildung 11: LTBP-3 und LTBP-4 als Interaktionspartner von DYB-1 und YB-1. 
Dargestellt ist die komplette LTBP-3- und LTBP-4-mRNA mit den proteinkodierenden 
Sequenzabschnitten (CDS) sowie die im two hybrid-System mit DYB-1 und YB-1 
gefundenen LTBP-Fragmente mit den sequenzierten Abschnitten (u). 
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4. Granulin (Abbildung 12) 
Progranulin ist ein Vorläuferprotein mit 7.5 Granulinmotiven, aus dem die etwa 6 kDa 
großen Granuline (auch Epitheline genannt) durch Prozessierung entstehen (Baba et 
al., 1993). Diese sind durch Proteindomänen mit Cystein-reichen Abschnitten und 
sechs Disulfidbrücken gekennzeichnet (Hrabal et al., 1996). Progranulin und 
Granulinpeptide stimulieren die Proliferation vieler epithelialer Zellen und  können 
durch Überexpression zur Tumorgenese beitragen (He and Bateman, 1999). Fünf 
Granuline A, B, C, D, und F sind bekannt, die untereinander eine hohe Homologie 
aufweisen (Bateman et al., 1990). Granulin F wurde aus dem Urin aufgereinigt 
(Sparro et al., 1997). Die genaue Rolle der Granuline in vivo ist jedoch noch nicht 
weiter aufgeklärt.  
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Abbildung 12: Progranulin als Interaktionspartner von DYB-1 und YB-1. Dargestellt ist 
die komplette Progranulin-mRNA mit dem proteinkodierenden Sequenzabschnitt (CDS) 
sowie die im two hybrid-System mit DYB-1 und YB-1 gefundenen Progranulin-Fragmente 
mit den sequenzierten Abschnitten (u). 
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5. Phospholipidscramblase (PLSCR) (Abbildung 13) 
Die Phospholipid Scramblase ist ein etwa 35kDa großes Protein, von dem 3 humane 
Isoformen bekannt sind (Wiedmer et al., 2000). Jede Isoform enthält eine Ca2+-
bindende Domäne, die für die Aktivierung verantwortlich ist (Zhou et al., 1998; Zhou 
et al., 2002). Die Phospholipidscramblase katalysiert den flip-flop-Mechanismus 
polarer Phospholipide von der inneren zur äußeren Zellmembran und umgekehrt 
(Zhao et al., 1998). Dieser flip-flop-Mechanismus v.a. von Phosphodylserin von der 
inneren auf die äußere Lipidmembran wird in der Apoptose beobachtet und vermittelt 
die Phagozytose apoptotischer Zellen, so dass für die Phospholipidscramblase vor 
allem im Rahmen der Ca2+-vermittelten Apoptose eine Aktivitätssteigerung mit 
nachfolgendem flip-flop der Phosphodylserine diskutiert wird (Frasch et al., 2004). 
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Abbildung 13: Die Phospholipidscramblase als Interaktionspartner von YB-1. 
Dargestellt ist die komplette Phopholipidscramblase-mRNA mit dem proteinkodierenden 
Sequenzabschnitt (CDS) sowie die im two hybrid-System mit YB-1 gefundenen 
Phopholipidscramblase-Fragmente mit den sequenzierten Abschnitten (u). 
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6. Adenin-Nukleotid-Translokator (ANT) (Abbildung 14) 
Der Adenin-Nukleotid-Translokator (ANT) stellt ein mitochondriales Transportprotein 
dar, welches an der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert ist und den Austausch 
von zytosolischem ADP gegen mitochondriales ATP katalysiert (Brandolin et al., 
1993a; Brandolin et al., 1993b). ANT interagiert mit zahlreichen in der äußeren 
Mitochondrienmembran lokalisierten Proteine wie z.B. dem spannungsabhängigen 
Anionenkanal (voltage-dependent anion chanel [VDAC]) (Zoratti and Szabo, 1995) 
und Proteinen der Bcl-2-Familie, z.B. Bax (Boya et al., 2001; Zamzami and Kroemer, 
2001). Zusätzlich bestehen Interaktionen mit mitochondrialen Matrixproteinen wie 
Cyclophilin D (Woodfield et al., 1998); diese Interaktion kann durch Bindung von 
Cyclosporin A and Cyclophilin D aufgehoben werden. ANT erhält den 
elektrochemischen Gradienten über der Mitochondrienmembran aufrecht, dessen 
Zusammenbruch mit folgender osmotisch bedingter Schwellung der 
Mitochondrienmembran und Permeabilitätssteigerung einen maßgeblichen Schritt in 
der Apoptose darstellt. Hierbei führt eine Interaktion zwischen den VDAC-
Bestandteilen und den ANT-Proteinen zur Bildung eines permeability transition pore 
Komplexes (PTPC), der die mitochondriale Membran auch für größere Moleküle wie 
Cytochrom C durchgängig macht (Zamzami and Kroemer, 2001).  
In weiterführenden Experimenten konnte eine Interaktion von ANT mit der 
inhibitorischen Untereinheit des NF-kB-Komplexes IkB gezeigt werden. Bottero et al. 
(Bottero et al., 2001) wiesen nach, dass erst der Einriß der äußeren 
Mitochondrienmembran zu einem Freisetzen des mitochondrialen IkB führt und 
spekulieren, dass in diesem fortgeschrittenen Apoptosestadium hierdurch anti-
apoptotische Signalwege über NF-kB inhibiert werden. 
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Abbildung 14: Adenin-Nukleotid-Translokator als Interaktionspartner von YB-1. 
Dargestellt ist die komplette adenosine nucleotide translocator- (ANT-) mRNA mit dem 
proteinkodierenden Sequenzabschnitt (CDS) sowie das im two hybrid-System mit YB-1 
gefundene ANT-Fragment mit dem sequenzierten Abschnitt (u). 
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7. Fibulin-1 (Abbildung 15) 
Fibulin-1 ist ein Bestandteil der Extrazellulärmatrix und gehört zur fünf Mitglieder 
umfaßenden Fibulin-Protein-Familie. Es wurde als erstes als b1-Integrin-Rezeptor 
bindendes Protein identifiziert (Argraves et al., 1989; Argraves et al., 1990) und ist 
mit einer Größe von etwa 100 kDa kleiner als Fibulin-2 und größer als Fibulin-3 bis –
5 (Pan et al., 1993a; Pan et al., 1993b).  
Fibulin-1 setzt sich aus drei Proteindomänen zusammen: Die N-terminale Domäne 
besitzt 3 Anaphylatoxin-ähnliche Module mit drei stabilisierenden Disulfid-Brücken 
(Huber et al., 1980), das mittlere Modul enhält neun epidermal growth factor- (EGF-) 
ähnliche Domänen, von denen der Großteil Calcium-bindend ist (Argraves et al., 
1990; Pan et al., 1993a). Die C-terminale Domäne ist eine Proteindomäne, welche 
nur bei den Fibulinen und Fibrillinen vorliegt (Giltay et al., 1999). 
Fibuline werden bevorzugt im zentralen Nervensystem exprimiert und scheinen eine 
spezifische Funktion auf Neurone auszuüben (Ohsawa et al., 2001; Roark et al., 
1995).  
Eine Besonderheit von Fibulin-1 gegenüber Fibulin-2 ist seine hohe Konzentration im 
Serum mit bis zu 50 µg/ml, wobei die Funktion noch nicht gekärt ist (Argraves et al., 
1990; Kluge et al., 1990).  
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Abbildung 15: Fibulin als Interaktionspartner von YB-1. Dargestellt ist die komplette 
Fibulin-mRNA mit dem proteinkodierenden Sequenzabschnitt (CDS) sowie die im two 
hybrid-System mit YB-1 gefundenen Progranulin-Fragmenten mit den sequenzierten 
Abschnitten (u). 
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8. und 9. Fibrillin-1 und -2 (Abbildung 16) 
Fibrillin-1 und -2 gehören zur LTBP/Fibrillin-Familie und sind große Glykoproteine mit 
einer Größe um 350 kDa, deren hauptsächliche Strukturmotive Calcium-bindende 
epidermal growth factor- (cbEGF-) ähnliche sowie 8-Cystein-Domänen sind (Downing 
et al., 1996). Fibrilline sind ein Hauptbestandteil der Extrazellulärmatrix und 
vermitteln Stabilität und Elastizität (Kielty et al., 2002). Mutationen im Fibrillin-1-Gen 
sind z.B. verantwortlich für das Marfan-Syndrom (Robinson and Booms, 2001; 
Robinson et al., 2002). Fibrillin-2 wird in der Entwicklung eher exprimiert als Fibrillin-
1, so dass es in der Bildung elastischer Fibrillen besonders wichtig ist (Pereira et al., 
1997; Zhang et al., 1995). 
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Abbildung 16: Fibrillin 1 und 2 als Interaktionspartner von DYB-1 und YB-1 
Dargestellt sind die kompletten Fibrillin-1- und Finrillin-2-mRNA mit den 
proteinkodierenden Sequenzabschnitten (CDS) sowie die im two hybrid-System mit 
DYB-1 und YB-1 gefundenen Fibrillin-1- und Fibrillin-2-Fragmenten mit den 
sequenzierten Abschnitten (u). 
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10. Notch 3 (Abbildung 17) 
Die Rezeptoren der Notch-Familie sind evolutionär hochkonservierte 
Membranproteine, die über eine direkte Zell-Zell-Interaktion Funktionen bei der 
Differenzierung, Proliferation und Apoptose von Zellen und Geweben übernehmen.  
Eine Besonderheit der circa 300 kDa großen Notch-Rezeptoren, die bei Säugetieren 
in vier verschiedenen Isoformen vorkommen (Notch 1-4), ist die Fähigkeit, sowohl 
als membranständige Oberflächen-Rezeptoren als auch über den abgespaltenen 
intrazellulären Teil direkt als Regulatoren der Genexpression zu fungieren 
(Schroeter et al., 1998). Der extrazelluläre Teil dieser sich nur einmal durch die 
Membran ziehenden Rezeptoren weist innerhalb der einzelnen Spezies eine 
unterschiedliche Anzahl von epidermal growth factor (EGF)-Domänen und drei 
Lin/Notch repeat (LNR)-Domänen auf, die an der Ligandenbindung und 
Rezeptoraktivierung beteiligt sind (Rebay et al., 1991). Der intrazelluläre Bereich von 
Notch (NICD) beinhaltet neben den für die Signaltransduktion verantwortlichen 
hochkonservierten Ankyrin-Domänen, auch als cdc10 repeats bezeichnet, eine 
Reihe weiterer Funktionsabschnitte, wie nuclear localization signals (NLS) und 
Bindungsstellen für verschiedene Proteine (Lieber et al., 1993; Rebay et al., 1993a; 
Rebay et al., 1993b). C-terminal findet sich eine Region, die aus den Aminosäuren 
Prolin, Glutamin, Serin und Threonin (PEST-Domäne) besteht, und die zur Stabilität 
des Proteins beiträgt (Rechsteiner, 1988).  
Die Aktivierung von Notch kann sowohl Liganden-abhängig als auch Liganden-
unabhängig durch Entfernung der extrazellulären Domäne des Rezeptors erfolgen 
(Fortini and Artavanis-Tsakonas, 1993; Fortini et al., 1993; Lieber et al., 1993). Die 
NICD transloziert in den Zellkern und bildet dort einen Komplex mit dem DNA-
bindenden RBP-Jk Protein (auch CSL oder CBF1/suppressor of hairless/Lag-1 
genannt)  (Jarriault et al., 1995; Tamura et al., 1995). NICD besitzt selbst keine 
DNA-Bindungsstelle, durch Komplexierung mit RBP-Jk wird es an RBP-Jk DNA-
Bindungsstellen rekrutiert und transaktiviert die Expression primärer Zielgene des 
Notch-Signalweges, wie beispielweise die hairy enhancer of split (HES)-Gene in 
Säugetierzellen (Kageyama and Ohtsuka, 1999). HES-1 bis -5 Gene kodieren für 
basische helix-loop-helix–Proteine, die als transkriptionelle Repressoren für 
verschiedene Schlüsselgene der Zelldifferenzierung fungieren.  
Eine Mutation in der EGF-Domäne von Notch-3 stellt die genetische Ursache für die 
vaskuläre Demenzerkrankung „zerebrale autosomal dominante Arteriopathie mit 
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subkortikalen Infarkten und einer Leukoenzephalopathie“ (CADASIL-Syndrom) dar 
(Joutel et al., 1996; Joutel et al., 1997a; Joutel et al., 1997b). Bei der Zellreifung 
beeinflußen sich benachbarte Zellen über direkte Zell-Zell-Kontakte. Ein wichtiger 
Mechanismus hierbei ist die laterale Inhibition. Kürzlich konnte eine durch Notch 
vermittelte Aktivierung des epithelial-mesenchymalen-Übergangs (EMT) bei der 
Herzentwicklung sowie onkogenen Transformation gezeigt werden, die über eine 
transkriptionelle Induktion des Snail-Repressors vermittelt wird (Timmerman et al., 
2004).    
Eine pathophysiologische Bedeutung des Notch Signalweges konnte für die 
Tumorgenese gefunden werden. Insbesondere Dysfunktionen im intrazellulären Teil 
des Rezeptors führen zu einer Verhinderung der Zelldifferenzierung und zur 
Prädisposition undifferenzierter Zellen zur malignen Transformation. Beispielhaft sei 
hier die T-lymphoblastische Leukämie erwähnt (Aster et al., 2000).  
Bislang liegen wenige Daten zur Expression von Notch bzw. seiner Liganden in der 
Niere vor. Die einzige Arbeit zur Expression von Notch in der gesunden Niere und in 
einem Modell der interstitiellen Nierenschädigung (dem UUO-Modell) der Ratte weist 
auf eine Stimulation sowohl von Notch-Rezeptoren wie auch seiner Liganden hin 
(Morrissey et al., 2002).  
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Abbildung 18: Notch-3 als Interaktionspartner von DYB-1. Dargestellt ist die komplette 
Notch-3 mRNA mit dem proteinkodierenden Sequenzabschnitt (CDS) sowie das im two hybrid-
System mit DYB-1 gefundene Notch-3-Fragmente mit dem sequenzierten Abschnitt (u). 
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Abschließend noch die Darstellung der im two hybrid-System gefundenen Interaktion 
zwischen YB-1 und Srp30c, auf dessen weitere Charakterisierung und funktionelle 
Bedeutung im nachfolgenden noch näher eingegangen wird.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 19: SRp30c als Interaktionspartner von YB-1. Dargestellt ist die 
komplette SRp30c-mRNA mit dem proteinkodierenden Sequenzabschnitt (CDS) 
sowie die im two hybrid-System mit YB-1 gefundenen SRp30c-Fragmente mit den 
sequenzierten Abschnitten (u). 
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Im nächsten Schritt wurden die Interaktionen der Proteine erneut reproduziert, indem 
eine Retransformation von Hefen mit den gereinigten Plasmiden erfolgte. Als 
zusätzliche Kontrollen wurden Transformationen mit dem „leeren“ Plasmid pDBLeu 
durchgeführt. Die transformierten Hefen wurden selektioniert und erneut auf 
Expression der b-Galaktosidase im X-Gal-Test getestet. Hierdurch ließ sich in allen 
Fällen eine positive Selektion der Plasmide bestätigen. 
Die Retransformation hat zwei Hintergründe:  
1. Selektionierte Klone, die zuvor mit zwei MAB86-Plasmiden 
doppeltransformiert waren, können identifiziert werden.  
2. Klone, bei denen das cDNA-Plasmid zur Transaktivierung der 
Reportergene ausreichend und die Interaktion mit DYB-1 oder YB-1 
nicht erforderlich ist, können durch die Retransformation mit pDBLeu 
identifiziert werden.  
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3.2 Funktionelle Charakterisierung der Interaktion zwischen YB-1 und 
SRp30c 
 
Beobachtungen durch Chansky et al. (2001) und Stickeler et al. (2001) wiesen auf 
eine Rolle von YB-1 im Spleiß-Prozess hin. Hierbei soll die Interaktion von YB-1 mit 
Spleiß-Faktoren einen direkten Einfluss auf die Wahl der Spleiß-Stelle z.B. im 
adenoviralen E1A-Gen haben. 
Aufgrund dieser Vorbefunde und der im two hybrid-System gefundenen Interaktion 
von YB-1 mit dem Spleiß-Faktor SRp30c wurde diese weiter charakterisiert und die 
funktionelle Bedeutung untersucht. 
 
Co-Immunpräzipitation von GFP-YB-1 und FLAG-SRp30c 
Das two hybrid-System ist ein artefizielles System zum Nachweis von Protein-
Protein-Interaktionen in vivo. Um die Ergebnisse des two-hybrid-Systems zu 
bestätigen, wurden Co-Immunpräzipitationen mit GFP-markiertem YB-1 sowie FLAG-
markiertem SRp30c in humanen embryonalen HEK293T-Nierenzellen durchgeführt. 
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Abb. 20: GFP-YB-1 interagiert mit FLAG-SRp30c in vitro. FLAG-markiertes SRp30c und 
GFP bzw. GFP-YB-1 wurden in HEK293T-Zellen co-exprimiert.  Zelllysate wurden mittels 
SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine mittels anti-GFP-Antikörper bzw. M2 anti-FLAG-
Antikörper detektiert (GFP <1 in Spur 1, GFP-YB-1 <2 in Spur 2, FLAG-SRp30c <3 in Spur 3). 
Der Überstand wurde mit anti-FLAG- (Spuren 4 und 5) oder anti-GFP-Antikörper (Spuren 6-8)  
immunpräzipitiert und mit anti-GFP (Spuren 4 und 5) bzw. anti-FLAG (Spuren 6-8) dargestellt. 
Co-immunpräzipitiertes FLAG-SRp30c ist in Spur 5 (<4) zu sehen, co-immunpräzipitiertes 
GFP-YB-1 in Spur 8 (<5). Die Kontrollen ergaben negative Ergebnisse (Spuren 4, 6 und 7). 
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Der GFP-tag ist mit dem C-Terminus von YB-1 fusioniert, während das FLAG-Epitop 
dem N-Terminus von SRp30c angehängt ist. Die Expression von GFP, GFP-YB-1 
und FLAG-SRp30c ist in den ersten drei Spuren in Abbildung 20 gezeigt (GFP: <1 in 
Spur 1; GFP-YB-1: <2 in Spur 2; FLAG-SRp30c: <3 in Spur 3). Co-
Immunpräzipitationen wurden mit monoklonalen Antikörpern, die gegen die 
jeweiligen Epitope gerichtet sind, durchgeführt. Wie in der Abbildung 20 zu sehen ist, 
co-immunpräzipitiert FLAG-SRp30c mit GFP-YB-1 (<4 in Spur 5), nicht jedoch mit 
GFP alleine (Spur 4). Zusätzlich konnte GFP-YB-1 als Komplex mit 
immunpräzipitiertem FLAG-SRp30c nachgewiesen werden (<5 in Spur 8), nicht 
jedoch mit immunpräzipitiertem FLAG (Spur 7). Die Co-Immunpräzipitationen 
erfolgten nahezu quantitativ und bestätigten eine direkte in vitro Interaktion zwischen 
GFP-YB-1 und FLAG-SRp30c. Um die Möglichkeit auszuschliessen, dass die 
Interaktion zwischen beiden Proteinen durch RNA vermittelt ist, wurden die Zelllysate 
in einem weiteren Versuch vor der Co-Immunpräzipitation mit RNAse A behandelt. 
Der Erfolg der RNA-Degradation wurde durch Amplifikation des housekeeping-Genes 
GAPDH nach reverser Transkription bestätigt (Abbildung 22, vergleiche Spuren 2-4 
und 5-7). Nach RNAse A-Behandlung änderte sich nicht die Menge der 
immunpräzipitierten Proteine (vergleiche Abbildung 21, <1 in Spuren 3 und 4), 
wodurch eine direkte Interaktion bestätigt wurde.  
Diese Ergebnisse wiesen auf eine Interaktion zwischen den Fusionsproteinen GFP-
YB-1 und FLAG-SRp30c hin. 
Im nächsten Schritt wurde die Interaktion von endogenem YB-1 mit FLAG-SRp30c 
analysiert. Hierzu wurden in HEK293T-Zellen FLAG bzw. FLAG-SRp30c-Proteine 
exprimiert. Co-Immunpräzipitationen erfolgten mit einem polyklonalen anti-YB-1-
Antikörper. Die Lysate wurden auf co-immunpräzipitiertes FLAG-SRp30c untersucht 
(Abbildung 23, <1 in Spur 3).  
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Abb. 21: Die GFP-YB-1/FLAG-SRp30c Interaktion ist nicht RNA-vemittelt. 
GFP bzw. GFP-YB-1 wurden mit FLAG-SRp30c in HEK293T-Zellen co-exprimiert. 
Zelllysate wurden in einigen Ansätzen mit RNase A behandelt (Spuren 1 und 3) 
und mit den angegebenen Antikörpern immunpräzipitiert. Co-immunpräzipitiertes 
GFP-YB-1 ist markiert (<1 in Spur 4).  
Abb. 22: Nachweis der RNA-Degradation durch RNase A-Behandlung. Um 
die RNA-Degradation nach RNaseA-Behandlung nachzuweisen, wurden mit 
Zelllysaten eine reverse Transkription und eine PCR mit GAPDH-spezifischen 
Primern durchgeführt. RNA wurde durch RNase A vollständig degradiert (Spuren 
5-7), während sie in unbehandelten Zelllysaten noch vorliegt (Spuren 2-4). 
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Abb. 23: Endogenes YB-1 interagiert mit FLAG-SRp30c. Co-Immunpräzpitationen 
erfolgten mit Zelllysaten, die nur FLAG bzw. FLAG-SRp30c exprimieren. Nach 
Immunpräzipitation von endogenem YB-1 mit einem spezifischen anti-YB-1-Antikörper konnte 
co-immunpräzipitiertes FLAG-SRp30c nachgewiesen werden (<1 in Spur 3). 
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Identifikation der für die Interaktion verantwortlichen YB-1-Proteindomänen 
Zur Identifikation der YB-1-Proteindomänen, die die Interaktion mit SRp30c 
vermitteln, wurde eine Reihe von GFP-YB-1-Deletionskonstrukten (schematisch in 
Abbildung 24B dargestellt) in HEK293T-Zellen zusammen mit FLAG bzw. FLAG-
SRp30c co-exprimiert. Co-Immunpräzipitationen wurden mit einem monoklonalen 
Antikörper gegen FLAG durchgeführt. Wie in Abbildung 24A sichtbar, sind die N-
terminalen Proteindomänen einschließlich der evolutionär konservierten cold shock 
Domäne (GFP-YB-1 D1, Aminosäuren 21-147) für eine Bindung an FLAG-SRp30c 
(Abbildung 24A, <2 in Spuren 3 und 4) ausreichend. In Vergleich zum Volllängen-
GFP-YB-1 (Abbildung 24A, <1 in Spuren 1 und 2) wurde ein ähnlich hoher Anteil des 
exprimierten GFP-YB-1 D1 mit dem FLAG-Antikörper co-immunpräzipitiert (Abbildung 
24A, <2 in Spur 4). 
Ohne die N-terminalen Proteindomänen (Aminosäuren 11-147) konnte nur eine 
schwache Interaktion mit FLAG-SRp30c nachgewiesen werden (Abbildung 24A, <4 
in Spuren 7 und 8). Diese schwache Bindungsaffinität wurde auf die Aminosäuren 
260-317 im YB-1-C-Terminus (GFP-YB-1 D4) eingegrenzt, wohingegen GFP-YB-1 
D2 (Aminosäuren 147-225, Abbildung 24A, <3 in Spuren 5 und 6) nicht co-
immunpräzipitiert wurde. Zusammengenommen wiesen diese Ergebnisse auf eine 
starke Interaktion zwischen GFP-YB-1 und FLAG-SRp30c hin, die durch den N-
Terminus (Aminosäuren 21-147) vermittelt wird, während die Interaktion über den 
YB-1-C-Terminus (Aminosäuren 260-317) nur schwach ist.  
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Abb. 24: Identifikation der für die Interaktion mit SRp30c verantwortlichen 
YB-1-Proteindomänen. A.  Volllängen-YB-1 (GFP-YB-1 Wildtyp, wt) und 
trunkierte GFP-markierte YB-1-Proteine wurden auf Interaktion mit FLAG-SRp30c 
mittels Co-Immunpräzipitation in HEK293T-Zelllysaten untersucht. Die 
exprimierten Proteine wurden vor (L) und nach Co-Immunpräzipitation mit anti-
FLAG-Antikörper (I.P.) im SDS-PAGE getrennt und mit anti-GFP-Antikörper 
detektiert. B. Schematische Darstellung der verwendeten GFP-YB-1-Konstrukte 
mit Angabe der Aminosäuresequenzen und Zuordnung zu den Proteinbanden in  
A. 
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YB-1 und SRp30c co-lokalisieren in humanen Zellen 
In weiterführenden Versuchen wurden die subzelluläre Lokalisation von YB-1 und 
SRp30c untersucht. Für SRp30c ist eine nukleäre Lokalisation beschrieben (Denegri 
et al., 2001), YB-1 kann abhängig vom Zelltyp und dem Differenzierungsstatus 
sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma vorliegen (Bargou et al., 1997; Izumi et 
al., 2001; Stein et al., 2001). Eigene, nicht publizierte in vivo Daten zeigen eine 
ausschließlich nukleäre Lokalisation von YB-1 in ruhenden Zellen, während eine 
zytoplasmatische YB-1-Lokalisation in proliferierenden Zellen nachgewiesen wurde.   
HeLa-Zellen wurden mit GFP-YB-1, FLAG-SRp30c sowie entsprechenden 
Kontrollplasmiden transfiziert. Nach Einbringen von GFP-YB-1 wurde die Grün-
Fluoreszenz überwiegend im Zytoplasma nachgewiesen (Reihe B in Abbildung 25), 
während GFP allein diffus in allen Zellkompartimenten vorlag (Reihe A in Abbildung 
25). Im Gegensatz hierzu lag FLAG-SRp30c in einem gesprenkelten Muster im 
Zellkern vor (Reihe C in Abbildung 25). Eine deutliche Veränderung der subzellulären 
GFP-YB-1-Lokalisation zeigte sich in Zellen, die GFP-YB-1 und FLAG-SRp30c co-
exprimieren. In diesen Zellen lag  GFP-YB-1 zusammen mit SRp30c im Zellkern vor 
(Reihe D in Abbildung 25), während die Lokalisation von GFP bei Co-Expression von 
FLAG-SRp30c unbeeinflusst blieb (Reihe C in Abbildung 25). Diese Beobachtungen 
deuteten darauf hin, dass FLAG-SRp30c einen Einfluß auf die nukleäre Lokalisation 
von GFP-YB-1 nimmt.  
Um einen Einfluß von GFP auf die Lokalisation von YB-1 auszuschliessen, wurde 
nachfolgend die subzelluläre Lokalisation von endogenem YB-1 in Zellen ohne oder 
mit gesteigerter SRp30c-Expression analysiert. Hierzu wurden HeLa-Zellen transient 
mit FLAG bzw. FLAG-SRp30c transfiziert und die Lokalisation von endogenem YB-1 
mittels eines spezifisch gegen YB-1 gerichteten Antikörpers untersucht. Auch bei 
diesen Versuchen konnte endogenes YB-1 im Zytoplasma von FLAG-transfizierten 
Zellen beobachtet werden, während bei Überexpression von FLAG-SRp30c sich die 
Lokalisation von endogenem YB-1 änderte und es nukleär vorlag (Abbildung 26).  
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Abb. 25: GFP-YB-1 und FLAG-SRp30c co-lokalisieren im Zellkern von HeLa-Zellen. In HeLa-
Zellen wurden GFP bzw. GFP-YB-1 und FLAG bzw. FLAG-SRp30c co-exprimiert und die Zellen mit 
einem anti-FLAG-Antikörper gefärbt. Die YB-1-Verteilung war durch die GFP-Markierung sichtbar, 
die Lokalisation von SRp30c wurde durch einen Rhodamin-konjugierten Zweitantikörper detektiert. 
Die Co-Lokalisation wird in gelber Farbe  in den merge-Bildern dargestellt. Reihe A: GFP und 
FLAG-Antigen sind diffus in der Zelle verteilt. Reihe B: GFP-YB-1 lokalisiert im Zytoplasma. Reihe 
C: FLAG-SRp30c wird im Zellkern nachgewiesen. Reihe D: Co-Expression von GFP-YB-1 und 
FLAG-SRp30c führt zu einer nukleären Co-Lokalisation beider Proteine.  
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Abb. 26, A und B: Nukleäre Lokalisation von endogenem YB-1 bei 
Über- 
expression von FLAG-SRp30c. Nach Überexpression von FLAG bzw. 
FLAG-SRp30c in HEK293T-Zellen wurde endogenes YB-1 mittels eines 
spezifischen Antikörpers in der Immunhistochemie detektiert. Hierbei 
konnte eine nukleäre Lokalisation von YB-1 nur in Zellen, die FLAG-
SRp30c überexprimieren (Bild B) nachgewiesen werden, nicht jedoch in 
Zellen, die nur FLAG überexprimieren (Bild A). 
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Diese Versuche sprechen für einen direkten Einfluss von SRp30c auf die nukleäre 
Lokalisation von YB-1. Jedoch konnten sie nicht ausschließen, dass über einen 
dritten Faktor, z.B. durch ein verändertes Spleißen, die nukleäre Lokalisation von YB-
1 indirekt von SRp30c vermittelt wird. Da die N-terminalen YB-1-Proteindomänen mit 
hoher Affinität mit FLAG-SRp30c interagieren, während der YB-1-C-Terminus 
SRp30c nur schwach bindet, wurden die entsprechenden Deletionskonstrukte GFP-
YB-1 D1  und GFP-YB-1 D3 zusammen mit FLAG bzw. FLAG-SRp30c in HeLa-Zellen 
exprimiert und die Lokalisation untersucht. In Übereinstimmung mit den Ergebnissen 
der Co-Immunpräzipitationen co-lokalisierte GFP-YB-1 D1 mit SRp30c im Nukleus 
(Bilder c und d in Abbildung 27A), wohingegen GFP-YB-1 D3, das die C-terminalen 
YB-1-Proteindomänen enthält, auch bei Überexpression von FLAG-SRp30c im 
Zytoplasma lokalisiert war (Abbildung 27B). Diese Ergebnisse unterstützen die 
Beobachtung, dass die N-terminalen YB-1-Proteindomänen für die Interaktion mit 
SRp30c verantwortlich sind und die nukleäre Lokalisation durch eine direkte 
Interaktion mit überexprimiertem SRp30c vermittelt wird. 
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Abb. 27 A und B: Die N-terminale Region von YB-1 co-lokalisiert mit SRp30c im Zellkern. 
GFP-markierte Deletionskonstrukte von YB-1 (GFP-YB-1 ∆1 und GFP-YB-1 ∆3; siehe auch Abb. 
24B) wurden mit FLAG-SRp30c in HeLa-Zellen co-exprimiert. Die Lokalisation von FLAG-SRp30c 
wurde mittels anti-FLAG-Antikörper und Rhodamin-konjugiertem Zweitantikörper detektiert. A. GFP-
YB-1 ∆1 alleine befindet sich im Zytoplasma (a), wohingegen es bei überexprimiertem FLAG-
SRp30c mit diesem im Kern co-lokalisiert (b, TRITC; c, FITC; d, merge). B. GFP-YB-1 ∆3 alleine 
weist ebenfalls eine zytoplasmatische Verteilung auf (a), die sich nach Überexpression von FLAG-
SRp30c nicht verändert. (b, TRITC; c, FITC; d, merge). 
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Aufhebung der SRp30c-abhängigen nukleären YB-1-Lokalisation durch 
Hitzeschock 
Da die nukleäre Co-Lokalisation von GFP-YB-1 und FLAG-SRp30c von der 
zellulären SRp30c-Konzentration abhängt, wurde in weiteren Schritten untersucht, in 
wie weit zellulärer Streß die Lokalisation von GFP-YB-1 und FLAG-SRp30c 
beeinflusst. Durch Hitzeschock wird die Anreicherung von SRp30c in die 
sogenannten Stress-induzierten Sam68 nukleären Körperchen induziert (Denegri et 
al., 2001), wodurch die Konzentration von frei verfügbarem SRp30c im Kern 
abnimmt. Wie in Abbildung 28 sichtbar, blieb die subzelluläre Lokalisation von GFP-
YB-1 (Abbildung 28, Reihe B) und FLAG-SRp30c (Abbildung 28, Reihe A) durch 
einen einstündigen Hitzeschock bei 42°C unbeeinflusst, wenn beide Proteine separat 
exprimiert wurden. Die nukleäre Co-Lokalisation von GFP-YB-1 und FLAG-SRp30c 
wurde jedoch nach einem einstündigen Hitzeschock bei 42°C aufgehoben. Unter 
diesen Bedingungen lag GFP-YB-1 zytoplasmatisch und FLAG-SRp30c nukleär 
lokalisiert vor. Diese Änderung der GFP-YB-1-Lokalisation war innerhalb von einer 
Stunde nachweisbar, so dass vieles dafür spricht, dass die nukleäre SRp30c-
Konzentration maßgeblichen Einfluss auf die Lokalisation von YB-1 über eine direkte 
Interaktion hat.  
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Abb. 28: Aufhebung der SRp30c-abhängigen nukleären YB-1-Lokalisation durch Hitzeschock. 
HeLa-Zellen wurden mit GFP bzw. GFP-YB-1 und FLAG bzw. FLAG-SRp30c co-transfiziert. Nach 
einem einstündigen Hitzeschock bei 42°C und einer einstündigen Erholungsphase wurde die 
Lokalisation von GFP-YB-1 und FLAG-SRp30c in der konfokalen laser scanning Mikroskopie 
bestimmt. FLAG-SRp30c wurde nach Hitzeschock überwiegend im Kern nachgewiesen (Reihe A), 
während die Lokalisation von GFP diffus war. GFP-YB-1 lokalisierte nach Hitzeschock im 
Zytoplasma, wenn es mit FLAG alleine überexprimiert wurde (Reihe B). Hitzeschockbehandlung hob 
die nukleäre SRp30c/GFP-YB-1-Co-Lokalisation auf, wenn beide Proteine überexprimiert wurden 
(Reihe C). 
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YB-1 beeinflusst das durch SRp30c vermittelte alternative Spleissen  
In weiterführenden Experimenten wurde die funktionelle Relevanz der YB-1/SRp30c-
Interaktion für den alternativen Spleiß-Prozeß untersucht. Das adenovirale E1A-prä-
mRNA-Minigen wurde als geeignetes Modellsystem ausgesucht, da mit diesem 
bereits konzentrationsabhängige Einflüsse von SR-Proteinen auf das alternative 
Spleissen beschrieben wurden (Denegri et al., 2001; Screaton et al., 1995). In dem 
E1A-Minigen liegen drei unterschiedliche 5’-Spleißstellen vor, die zu den drei in 
Abbildung 29A schematisch dargestellten Isoformen mit den Größen 13S, 12S und 
9S führen.  
Für die in vivo Spleiß-Analysen wurden HeLa-Zellen transient mit SRp30c und/oder 
YB-1 bzw. entsprechenden Kontrollplasmiden sowie dem E1A-Minigen transfiziert. 
Nach 48 Stunden wurde die mRNA aufgereinigt und mit spezifischen pMTE1A sense 
und antisense Primern nach reverser Transkription mittels PCR hinsichtlich der 
verschiedenen Isoformen untersucht.  
Abbildung 29B zeigt ein repräsentatives Gel der detektierten cDNA sowie die 
Auswertung der Bandenintensität. Ähnliche Ergebnisse wurden in weiteren fünf 
unabhängigen Versuchen nachgewiesen. Mit der Transfektion ansteigender YB-1-
Mengen zeigte sich eine Zunahme der 12S-Isoform, während die 9S-Isoform 
konzentrationsabhängig vermindert wurde. 
In Übereinstimmung mit bekannten Ergebnissen (Denegri et al., 2001; Screaton et 
al., 1995) führte die alleinige Überexpression von SRp30c zur präferentiellen Bildung 
der 13S-Isoform mit entsprechender Verminderung der 9S-Isoform (Spur 5 in 
Abbildung 29B).  
Die Co-Expression von beiden Proteinen, SRp30c in einer gleichbleibenden und YB-
1 in ansteigender Konzentration, führte zu einer relativen Zunahme der 12S-Isoform, 
während die 13S-Isoform vermindert war. Gleichzeitig nahm die 9S-Isoform ab.  
Die Abbildungen 29C und D fassen die densitometrischen Werte der repräsentativen 
Spleiß-Analyse, die in weiteren fünf unabhängigen Versuchen bestätigt wurden, 
zusammen.  
Zusammengenommen wiesen diese Ergebnisse auf eine Änderung YB-1-abhängige 
Spleißstellenauswahl von der distalen 13S- zur weiter proximal gelegenen 12S-
Spleißstelle hin. Somit ist YB-1 für die alternative Wahl der Spleißstelle im 
adenoviralen E1A-Minigen in vivo verantwortlich und beeinflusst 
konzentrationsabhängig das SRp30c-abhängige Spleißmuster.  
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Abb. 29: YB-1 beeinflusst das alternative Spleißen des E1A-Minigens. Eine in vivo Spleiß-
Analyse wurde mit dem E1A-Minigen-Modell durchgeführt. A. schematische Darstellung des E1A-
Minigens. Die drei Hauptisoformen 13S, 12S und 9 S werden durch drei alternative 5’-Spleiß-Stellen 
erzeugt. B. Das E1A-Minigen wurde in HeLa-Zellen transfiziert und das Spleißen wurde durch eine 
quantitative reverse Transkriptions-PCR analysiert. Die cDNA wurde in einem 3%igen Agarose-Gel 
mit Ethidiumbromid aufgetrennt und denistometrisch bestimmt. C und D. Auswertung eines 
repräsentativen Experimentes, welches in sechs unterschiedlichen Versuchen bestätigt wurde. B 
und C, die Überexpression von steigenden YB-1-Konzentrationen führte zu einer 
konzentrationsabhängigen Zunahme der 12S-Isoform, während die 9S-Isoform vermindert wurde. B 
und D, die Überexpression von Srp30c führt zu einer bevorzugten Bildung der der 13S-Isoform, 
während Überexpression von steigendenden YB-1-Konzentrationen zusammen mit SRp30c zu einer 
geringen Reduktion der 13S-Isoform führt.  
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4 Diskussion 
 
4.1 Das two hybrid-System 
Das cold shock Domänen-Protein YB-1 ist an einer Vielzahl zellulärer Vorgänge 
beteiligt, die im Zytoplasma und im Zellkern ablaufen. Die unterschiedlichen 
Funktionen können nur durch eine Vielzahl an Interaktionen mit Partnerproteinen 
erfolgen. So wurden für die transkriptionelle Regulation des Gelatinase A-Gens die 
Transkriptionsfaktoren AP-2 und p53 als interagierende Proteine identifiziert und ein 
Modell zur Genregulation entworfen (Mertens et al., 1998; Mertens et al., 2002; 
Norman et al., 2001).  
Um eine systematische Untersuchung auf YB-1-Partnerproteine durchzuführen, 
wurde ein two hybrid- System etabliert. Das two hybrid-System bietet die Möglichkeit, 
in vivo Protein-Protein-Interaktionen aufzudecken (Fields und Song, 1989). Zu 
diesem Zweck wurden zwei unterschiedliche YB-1-Konstrukte als Köderproteine im 
two hybrid-System eingesetzt, die Volllängen-Variante sowie eine C-terminal 
trunkierte Form von YB-1. Von der C-terminal verkürzten Form ist durch unpublizierte 
Vorversuche bekannt, dass sie im Zellkern lokalisiert ist und somit an Interaktionen 
im Zellkern sicher teilnimmt.  
Eine cDNA-Bibliothek wurde mit der mRNA immortalisierter Mesangialzellen etabliert. 
Von Mesangialzellen ist bekannt, dass sie entscheidende Funktionen bei 
glomerulären Erkrankungen haben, in deren Verlauf YB-1 differentiell reguliert wird 
und eine Vielzahl von Interaktionen eingeht.  
Die Vorteile des two hybrid-Systems liegen in der systematischen Untersuchung von 
Protein-Protein-Interaktionen in einem eukaryoten Zellsystem, in dem die 
exprimierten Proteine post-translational modifiziert sind (Allen et al 1995). Es ist eine 
sensitive Methode, mit Hilfe derer auch schwache Protein-Protein-Interaktionen 
aufgedeckt werden können. (Yang et al 1995). Hefezellen sind aufgrund ihrer 
geringen Pathogenität und kurzen Verdopplungszeit zur Versuchsdurchführung ideal 
geeignet. 
Ein Nachteil des two hybrid-Systems besteht in der artifiziellen Umgebung, in der die 
Protein-Protein-Interaktion getestet wird. Sowohl das Köder- wie auch das Opfer-
Protein müssen im Zellkern interagieren, um die Transkription der Reportergene zu 
initiieren. Die Fusionsproteine können toxische oder letale Effekte auf die Hefezellen 
haben und es ist nicht gewährleistet, dass ausschließlich die Anwesenheit der beiden 
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Proteine zu einer Stimulation der Reportergene führt, denn zusätzlich könnte ein 
weiteres „bystander“ Protein (z.B. temporär in der Hefezelle exprimiert) erst die 
Interaktion ermöglichen.  
Außerdem ist der Hefeorganismus, obwohl eukaryot, nur ein Modellorganismus, so 
dass mögliche Interaktionspartner in humanen Zellen bestätigt werden müssen, da 
sich post-translationale Veränderungen sowie die Kompartimentierung der Proteine 
deutlich vom artifiziellen Hefemodell unterscheiden können. 
 
Das in dieser Arbeit etablierte two hybrid-System weist eine Reihe von 
Modifikationen gegenüber anderen Systemen auf, die einen Teil der beschriebenen 
Probleme reduzieren sollen. Die Verwendung von low-copy Plasmiden (Rose et al. 
1987) verhindert eine zu hohe Expression der Proteine, wodurch falsch positive 
Effekte durch zufällige Interaktion und falsch negative Effekte durch Toxizität 
überexprimierter Proteine verhindert werden sollen. Die drei Reportergene sind an 
unterschiedlichen Gen-Loci integriert und lassen eine stringente Selektion zu. 
Außerdem ermöglicht die Aktivierung des Ura-Gens eine Wachstumsselektion auf 
Uracil-defizientem Medium und eine Selektion nach Toxizität durch 5FOA, d.h. eine 
Wachstumshemmung wird als Kriterium zur Bestimmung von „positiven“ Klonen 
eingesetzt. 
Gegen eine „zufällige“ Identifikation der gefundenen YB-1-Partnerproteine sprechen 
die Ergebnisse in den Retransformationsversuchen, in denen die identifizierten 
Proteine alleine nicht in der Lage sind, die Transkription der Reportergene zu 
initiieren. Die meisten positiven Klone wurden zudem mehrfach gefunden, so dass 
eine zufällige Selektion unwahrscheinlich erscheint. Die für die primäre Selektion 
gewählte 3AT-Konzentration unterdrückt die Transaktivierung der Reportergene 
durch YB-1 alleine.  
Auf der anderen Seite fällt auf, dass die in dieser Arbeit identifizierten potentiellen 
Interaktionspartner von YB-1 bislang noch nicht in der Literatur beschrieben sind. 
Eine Erklärung könnte zum einen in der niedrigen Kopienzahl der bait- wie prey-
Plasmide in diesem System liegen, da hierunter niedrige zelluläre Konzentrationen 
vorliegen. Zum anderen wurde durch die hohe 3AT-Konzentration eine Identifikation 
von schwachen Interaktionspartnern möglicherweise unterdrückt.  
 
Mit pDBLeu-DYB-1 wurden folgende „interagierende Proteine“ gefunden: 
 96 
  
Identifiziertes  
Protein 
FUNKTION des Proteins Accession Number 
in BLAST 
Fibrillin 1 Extrazelluläres Matrixprotein XM_007669.2 
Fibrillin 2 Extrazelluläres Matrixprotein XM_003746.2 
LTBP 3 Latent Transforming- Growth-Factor-b (TGF-b) 
Binding Protein 3 
NM_021070.1 
LTBP4 Latent Transforming- Growth-Factor-b (TGF-b) 
Binding Protein 4 
XM_008868.3 
Granulin Wachstumsfaktor NM_002087 
Agrin Extrazelluläres Matrixprotein AF016903 
Notch 3 Rezeptor XM_009303.2  
Tabelle 7: Im two hybrid-System identifizierte Proteine, die potentiell mit DYB-1 interagieren. 
 
 
Mit pDBLeu-YB-1 wurden folgende interagierende Proteine gefunden: 
  
Identifiziertes  
Protein 
FUNKTION des Proteins Accession Number 
in BLAST 
Fibulin Extrazelluläres Matrixprotein AF126110 
Phospholipid-
Scramblase 
Synthese-Protein der Zellmembran XM_003083.3 
LTBP 3 Latent Transforming- Growth-Factor-b (TGF-b) 
Binding Protein 3 
NM_021070.1 
LTBP4 Latent Transforming- Growth-Factor-b (TGF-b) 
Binding Protein 4 
XM_008868.3 
Granulin Wachstumsfaktor NM_002087 
SRp30c Spleiß-Faktor XM_045843 
ANT Adenosin-Nukleotid-Transporter: 
Mitochondriales Transportprotein 
NM_001152.2  
Tabelle 8: Im two hybrid-System identifizierte Proteine, die potentiell mit YB-1 interagieren. 
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Einige Proteine sind Bestandteil der Extrazellulärmatrix und besitzen epidermal-
growth-factor like- (EGF-) Domänen. Da YB-1 bislang ausschließlich Funktionen im 
Zellkern oder Zytoplasma zugeschrieben wurden, überraschen diese Ergebnisse.  
Unpublizierte Daten unserer Arbeitsgruppe lassen jedoch erwarten, dass YB-1 auch 
extrazellulär vorliegt und Funktionen erfüllt. So wurden Urinproben von Patienten mit 
IgA-Glomerulonephritis auf die Anwesenheit von YB-1 untersucht. Hier zeigte sich, 
dass bei Patienten mit prognostisch ungünstigen klinischen Verläufen (Proteinurie > 
1g/d und eingeschränkte Nierenfunktion), nicht aber bei Patienten mit günstigen 
Verläufen (Proteinurie < 0.5g/d) YB-1 sowohl mittels Gelretardationsanalysen als 
auch im western blot nachgewiesen wurde. Der Nachweis anderer 
Transkriptionsfaktoren (AP1, AP2, NF-kB) gelang hingegen nicht, so dass der 
Schluss naheliegt, dass YB-1 reguliert sezerniert wird und nicht als Folge einer 
unspezifischen Proteinfreisetzung durch Zelllyse im Urin vorliegt. In weiteren 
Schritten gelang es, die Sekretion von YB-1 in vitro näher zu charakterisieren. 
Hierbei wurde sowohl überexprimiertes als auch endogenes YB-1 im Zellüberstand 
von TGF-b-stimulierten Zellen nachgewiesen. Dieser Effekt ist dosisabhängig und 
folgt einer Sekretionskinetik mit einem ersten Nachweis von YB-1 nach vier Stunden.  
In der Literatur stellt die Sekretion eines Transkriptionsfaktors keine Novität dar. Eine 
Ausschleusung des high mobility group box (HMGB) Proteins über den nicht-
klassischen Weg ist beschrieben worden (Müller et al., 2001), das extrazellulär die 
Chemotaxis beeinflusst.  
Eine direkte Protein-Interaktion mittels Co-Immunpräzipitation wurde in der 
vorliegenden Arbeit nicht durchgeführt, jedoch könnten folgende funktionelle 
Interaktionen möglich sein:  
· LTBP-Proteine spielen eine entscheidende Rolle bei der Sekretion und 
Aktivierung von TGF-b. Eine Vorstufe von TGF-b wird intrazellulär an LTBPs 
gebunden und zusammen mit diesem sezerniert. Über die zahlreich vorhandenen 
EGF-Domänen binden LTBPs an die extrazelluläre Matrix. Proteolytische Schritte, 
die u.a. Matrix-Metalloproteinasen-vermittelt sind, setzen TGF-b aus seiner 
Bindung an LTBPs frei. In Bezug auf YB-1 könnten LTB-Proteine sowohl an der 
Sekretion von YB-1 als auch an einer extrazellulären Aktivierung beteiligt sein.  
· Die ebenfalls EGF-reichen Proteine Fibulin 1, Agrin, Fibrillin 1 und 2 sind 
Bestandteile der Extrazellulärmatrix, wobei Agrin v.a. im Mesangium zu finden ist. 
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Auch bei diesen Proteinen ist denkbar, dass sie durch Bindung von YB-1 dessen 
extrazelluläre Funktion regulieren.  
· Notch-3 ist ein Rezeptorprotein, welches v.a. von Nierentubuluszellen exprimiert 
wird. Notch-Rezeptoren sind in der Evolution ähnlich konserviert wie YB-1 und 
spielen für die Zelldifferenzierung eine Rolle. 
· Das ADP/ATP Transportprotein ANT ist ein in der äußeren 
Mitochondrienmembran lokalisiertes Protein. Seine Funktion in der Apoptose 
wurde untersucht. Hier stellt es ein Zielprotein vieler Apoptose–induzierender 
Wege (Ca2+, Palmitat, Bax, etc.) dar, das nach entsprechender Aktivierung durch 
eine Konformationsänderung zu einer unselektiven Pore wird. Die resultierende 
Permeabilitätsveränderung der Mitochondrienmembran führt zum Untergang der 
Mitochondrien und zur Apoptose. Eine Interaktion von YB-1 und ANT könnte eine 
Verbindung zwischen apoptotischen und Zellzyklus-regulierten Wegen darstellen. 
Außerdem interagiert ANT mit der inhibitorischen Untereinheit des 
Transkriptionsfaktors NF-kB, I-kB, so dass auch ein regulierender Einfluss von 
ANT auf die Transkription über eine Interaktion mit YB-1 denkbar ist.  
 
 
4.2 Die Interaktion zwischen YB-1 und SRp30c 
Als ein Interaktionspartner von YB-1 wurde im two hybrid-System der Spleißfaktor 
SRp30c in zwei Klonen identifiziert, die beide die komplette kodierende Sequenz von 
SRp30c enthielten. 
Co-Immunpräzipitationen mit tag-markierten Proteinen in HEK293T- und HeLa-Zellen 
bestätigten diese Interaktion. Sowohl YB-1 als auch SRp30c können unabhängig 
voneinander mRNA binden. Deswegen wurde die Interaktion zwischen beiden 
Proteinen in Abwesenheit von RNA untersucht, wie es durch vorherige Behandlung 
der Zelllysate mit RNase A erreicht wird. Auch nach Degradation der RNA zeigte sich 
eine nahezu quantitative Co-Immunpräzipitation, d.h. die An- oder Abwesenheit von 
RNA hat keinen Einfluss auf die Bindungsaffinität zwischen YB-1 und SRp30c 
Interessanterweise sind zwei distinkte Domänen von YB-1 in der Lage, mit SRp30c 
zu interagieren. Mit hoher Affinität bindet der YB-1-N-Terminus (Aminosäuren 21-
147) an SRp30c, während der C-Terminus (Aminosäuren 260-317) SRp30c nur 
schwach bindet. Ähnliche Ergebnisse wurden für einen anderen YB-1-
Interaktionspartner, das heterogene nukleäre Ribonukleoprotein K (hnRNP K), 
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beschrieben. HnRNP K bindet mit hoher Affinität an N-terminale und mit geringer 
Affinität an C-terminale YB-1-Proteindomänen (Shnyreva et al., 2000).  
 
SRp30c ist Mitglied der Serin-Arginin-reichen (SR-) Protein-Familie, die 
unterschiedliche Funktionen beim konstitutiven und alternativen Spleißen haben 
(Screaton et al., 1995). Es wird nahezu ubiquitär exprimiert und weist strukturelle 
Ähnlichkeiten mit dem besser untersuchten ASF/SF2 auf.  SRp30c bindet über zwei 
RNA-Erkennungs-Motive an RNA. 
SRp30c geht Wechselwirkungen mit nukleären Proteinen, die an der Kern-Architektur 
beteiligt sind, ein. Hierzu gehören das nukleäre und nukleoläre Protein Nop30 (Stoss 
et al., 1999), das heterogene nukleäre Ribonukleoprotein A1 bindende Protein (HAP) 
(Denegri et al., 2001) sowie das src activated during mitosis (Sam68) ähnliche 
Säugerprotein (SLM2) (Stoss et al., 2001). Die Funktionen von SRp30c im Rahmen 
des Spleißvorganges werden durch Konzentrationsänderungen und Rekrutierung in 
andere Kompartimente, wie z.B. in Stress-induzierte Körperchen, reguliert. So 
zeigten sich nach Hitzeschock Änderungen des Spleißmusters des E1A-Minigens 
durch Kompartimentierung von SRp30c in Stress-induzierten-Körperchen (Denegri et 
al., 2001). 
In diesem Zusammenhang ist es bedeutsam, dass YB-1 aus dem Zytoplasma in den 
Zellkern transloziert, wenn SRp30c überexprimiert wird. Es kann nicht 
ausgeschlossen werden, dass dieser Effekt über andere Proteine oder eine 
alternative Isoform vermittelt wird. Jedoch unterstützen einige Beobachtungen die 
Hypothese einer direkten Interaktion von SRp30c mit YB-1. Zum einen stimmen die 
Proteindomänen von YB-1, die mit hoher Affinität SRp30c co-immunpräzipitieren, mit 
denen bei Überexpression von SRp30c in den Kern translozieren überein. Zum 
anderen wird unter Hitzeschock, einer zellulären Stresssituation, die nukleäre 
Anreicherung von YB-1 aufgehoben. In dieser Situation reichert sich SRp30c 
innerhalb von zwei Stunden in Stress-induzierten Körperchen an und setzt YB-1 frei.  
 
Stein et al. (2001) beschrieben eine nukleäre Akkumulation von YB-1 nach 
Hitzeschock, wohingegen in unseren Ergebnissen die Lokalisation zumeist 
zytoplasmatisch ist. Diese Unterschiede können durch eine Zell-spezifische 
Regulation von YB-1 und unterschiedliche Versuchsbedingungen zustande kommen. 
Stein el al. (2001) untersuchten zwei Zelllinien eines Kolon-Karzinoms, die 
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unterschiedlich sensibel auf Zytostatika reagieren. In der indirekten 
Immunfluoreszenz sahen Stein et al. (2001) YB-1 unter Stress-freien Bedingungen 
im wesentlichen zytoplasmatisch lokalisiert; jedoch wurde YB-1 auch in Zellkernen 
nachgewiesen, was mit einer erhöhten Expression der MDR1- und MRP1-Gene 
einherging. Ferner führte eine Hitzeschockbehandlung der beiden Zellreihen nicht 
gleichartig zu einer nukleären Anreicherung von YB-1, so dass auf eine Zell-
spezifische Regulation der YB-1-Lokalisation geschlossen wurde.  
 
Um die funktionelle Bedeutung der YB-1/SRp30c Interaktion aufzudecken, wurde 
eine in vivo Spleiß-Analyse mit dem adenoviralen E1A-Minigen durchgeführt. Sowohl 
von YB-1 als auch von SRp30c sind Einflüsse auf das alternative Spleißen des E1A-
Minigenes bekannt (Chansky et al., 2001; Denegri et al., 2001; Screaton et al., 
1995).  
YB-1 führt zu einer Zunahme der 13S-Isoform in NIH/3T3-Zellen (Chansky et al., 
2001). Dieses Ergebnis wurde in den beschriebenen Versuchen bestätigt. Ferner 
konnte eine dosisabhängige Zunahme der 12S-Isoform beobachtet werden.  
Screaton et al. (1995) berichteten über eine Zunahme der 13S Isoform nach 
Überexpression von SRp30c. Auch in unseren Versuchen führte die Überexpression 
von FLAG-SRp30c zu einer vermehrten Bildung der 13S-Isoform. Daraus kann 
abgeleitet werden, dass die FLAG-Markierung keinen Einfluss auf die Spleiß-
Funktion von SRp30c hat. 
 
Eine kombinierte Überexpression von YB-1 zusammen mit SRp30c führt zu einer 
Zunahme der 12S-Isoform, d.h. anstelle der proximalsten 5’-Spleiß-Stelle wird die 
weiter distal gelegenen 5’-Spleiß-Stelle gewählt, so dass diese Ergebnisse mit 
bereits zuvor publizierten Resultaten übereinstimmen.  
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Abb. 30: Spleißing-Modell von einer Interaktion zwischen YB-1 und SRp30c. A. Über 
Bindung an die E1A-prä-mRNA vermittelt SRp30c die Bindung von U1 snRNP an die proximale 5’-
Spleiß-Stelle, so dass die 13S-Isoform gebildet wird. B. YB-1 bindet an ein RNA-Motiv innerhalb 
der E1A-prä-mRNA und interagiert mit SRp30c. Hierüber vermittelt SRp30c die Bindung von U1 
snRNP an eine distalere 5’-Spleiß-Stelle, so dass die 12S-Isoform exprimiert wird. 
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Diese Befunde lassen sich in einem Modell zusammenfassen, das schematisch in 
Abbildung 30 dargestellt ist. In dem gezeigten Modell reguliert YB-1 über Bindung an 
RNA-Motive die Rekrutierung von SRp30c an unterschiedliche Spleißstellen 
innerhalb der Exon-Intron-Abfolge. Über die veränderte Position von SRp30c binden 
in Folge auch die ribonukleären Proteine U2AF und U1 an andere Sequenzen 
innerhalb der prä-mRNA, so dass das Spleißen an anderen Stellen erfolgt. In 
Übereinstimmung mit diesem Modell wurden innerhalb des E1A-Minigenes zwei 
potentielle RNA-Bindungsstellen für YB-1 durch Sequenzvergleich mit bekannten 
RNA-Bindungsmotiven von cold-shock Proteinen identifiziert (Bouvet et al., 1995). 
Lage und Sequenz dieser Bindungsmotive sind in Abbildung 31 schematisch 
dargestellt. 
 
Für dieses Modell sprechen zudem Beobachtungen von Stickeler et al. (Stickeler et 
al., 2001), die eine YB-1-Bindung an ein exonic splicing enhancer- (ESE-) Motiv im 
Bereich des humanen CD44-Genes mit nachfolgendem Exon-Einschluss 
beschrieben. Die Funktion von YB-1 ähnelt voraussichtlich der von tra2 (einem bei 
Drosophila melanogaster beschriebenen Adaptermolekül) bzw. dem humanen 
Analogon htra2b. Htra2b verstärkt die Bindung von SRp30c an eine AG-reiche 
Sequenz im Bereich des 7. Exons des humanen motoneuron survival  (MNS-) Genes 
und vermittelt so den Einschluß von Exon 7 (Young et al., 2002).  
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Abb. 31: Potentielle YB-1-Bindungsmotive innerhalb der E1A-prä-mRNA. Durch Vergleich mit 
bekannten RNA-Bindungsmotiven anderer cold-shock Proteine (Bouvet et al., 1995; Jones et al., 
1987) konnten zwei potentielle Bindungsmotive für YB-1 innerhalb der E1A-prä-mRNA identifiziert 
werden.  
 
 
 Bouvet et al., 1995 
 
 
Jones et al., 1987 
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5 Ausblick 
 
In RNA-Bindungsstudien wird eine direkte Bindung von YB-1 an die E1A-prä-mRNA 
getestet werden können. Ein Ansatz wäre die Klonierung verschiedener Fragmente 
des E1A-Minigenes in das pBluescript-Plasmid. Mit diesem Vektor ist es möglich, die 
einzelnen E1A-Fragmente in vitro in RNA zu transkribieren und diese dann in RNA-
Gelretardationsanalysen auf Bindung durch YB-1 zu untersuchen. Die Abbildung 32 
gibt einen schematischen Überblick über die Versuchplanung wieder. 
 
 
 
 
 
 
Abb. 32: Arbeitsplanung für YB-1-Bindungsanalysen an die E1A-prä-mRNA. Mittels 
spezifischer Primer werden einzelne Abschnitte innerhalb des E1A-Minigens amplifiziert und zur in 
vitro Transkription in ein pBluescript-Plasmid kloniert. Die einzelnen Fragmente können in YB-1-
Bindungsstudien eingesetzt werden, um die Bindungsregion einzugrenzen. 
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Ferner wird der Einfluß von YB-1 auf das alternative Spleißen des CD44-Genes sein. 
Das CD44-Gen kodiert für ein Zelladhäsionsmolekül, welches aus 8 konstitutiven und 
11 alternativen Exonen besteht. Verschiedene Spleiß-Formen dieses Proteins sind 
mit Malignität und Invasivität von Tumoren oder inflammatorischen Erkrankungen 
verbunden (Gunthert, 1996; Gunthert et al., 1996; Gunthert et al., 1998; Gunthert et 
al., 1995). Stickeler et al. (Stickeler et al., 2001) konnten zeigen, dass YB-1 an ein 
Spleiß-Element im vierten variablen Exon des CD44-Genes bindet. Ein Einschluss 
dieses Exons könnte durch Interaktion von YB-1 mit SRp30c vermittelt werden. Der 
Einfluss der YB-1/SRp30c-Interaktion auf das Spleißmuster des gesamten CD44-
Genes kann näher charakterisiert werden. Eine nukleäre Lokalisation von YB-1 und 
Expression von CD44-Isoformen könnte eine kausale Kette für die schlechte 
Tumorprognose darstellen.  
 
Transkription und Translation sind eng verbundene Abläufe innerhalb der Zelle. 
Gleichzeitig mit der Transkriptionsinitiation formiert sich der Spliceosomen-Komplex 
in Abhängigkeit von der C-terminalen Domäne (CTD) der hyperphosphorylierten 
DNA-abhängigen RNA-Polymerase II. Ebenfalls angewiesen auf die 
hyperphosphorylierte CTD sind die 3’-Polyadenylierung und das 5’-capping der 
entstehenden prä-mRNA. Diese Prozesse sind für das Spleißen von essentieller 
Bedeutung, da über 5’- und 3’-Modifikationen das erste und letzte Exons definiert 
werden. Der erfolgreiche Spleiß-Prozess ist Voraussetzung für einen problemlosen 
Export der mRNA ins Zytoplasma, wo eine Translation durch die Anwesenheit von 
Intronen reprimiert wird. 
In diesem  Gesamtprozess kommen YB-1 zahlreiche Funktionen zu. Neben seinen 
transaktivierenden und reprimierenden Funktionen interagiert YB-1 indirekt mit dem 
hyperphosphorylierten C-Terminus der RNA-Polymerase II und beeinflusst 
konsekutiv das alternative Spleißen (Chansky et al., 2001). Stickeler et al. (Stickeler 
et al., 2001) wiesen nach, dass YB-1 auch über Bindung an Spleißelemente 
innerhalb der Exone (ESE) das Spleißen beeinflussen kann. Außerdem ist YB-1 an 
der korrekten 5’-cap-Ausbildung beteiligt (Evdokimova et al., 2001), ohne die ein 
Transport der mRNA ins Zytoplasma reprimiert wird.  
Im Zytoplasma verlängert YB-1 die Halbwertszeit von mRNA, wie es für die GM-CSF- 
(Capowski et al., 2001) und IL2-mRNA (Chen et al., 2000) nachgewiesen wurde, 
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außerdem beeinflusst YB-1 konzentrationsabhängig die Translationsrate(Davydova 
et al., 1997; Evdokimova et al., 1998). 
Aufgrund dieser vielfältigen Interaktionen innerhalb des Transkriptions- und 
Translationsprozesses könnte YB-1 ein zentrales Protein in der Koordination dieser 
Vorgänge sein. 
Von Interesse wird der Zusammenhang zwischen Lokalisation und Funktion sein. 
Insbesondere eine mögliche Rolle von YB-1 im RNA-Export kann untersucht werden, 
da YB-1 in seinem Aufbau mit alternierend basischen und sauren Aminosäuren 
anderen Proteinen im RNA-Transport ähnelt. Einblicke in diesen Zusammenhang von 
Funktion und Lokalisation werden möglich sein, indem verschiedene nukleäre 
Lokalisations- und Exportsequenzen bestimmt werden.  
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6 Zusammenfassung 
 
Das Y-box Protein-1 (YB-1) als Mitglied der Kälteschockproteinfamilie vermag 
sequenzspezifisch an DNA wie RNA zu binden. Funktionen bei der Transkription, 
RNA-Prozessierung, -Translation und –Speicherung sind für YB-1 beschrieben, die 
durch Interaktionen mit zahlreichen anderen Proteinen vermittelt werden. 
In der vorliegenden Arbeit wurde ein two hybrid-System mit YB-1 als Köderprotein 
etabliert, um systematisch Interaktionspartner von YB-1 zu identifizieren. Eine cDNA-
Bibliothek humaner Mesangialzellen wurde generiert, in ein Expressionsplasmid mit 
der Gal4-Transaktivierungsdomäne kloniert und diente als Opferproteine (prey). 
Nach Durchsuchen von insgesamt 5.8 x 106 Hefekoloniern wurden 44 als positiv 
identifiziert und bezüglich vier Selektionskriterien bestätigt.  
Ein mit dieser Methode gefundener Interaktionspartner, das Spleißprotein SRp30c 
wurde näher untersucht, da neuere Literaturstellen eine Funktion von YB-1 in der 
RNA-Verarbeitung nahelegten. Durch Co-Immunpräzipitationen wurde eine direkte 
Proteininteraktion zwischen YB-1 und SRp30c bestätigt, welche auch in Abwesenheit 
von RNA durch zwei YB-1-Subdomänen (N-Terminus inklusive cold shock Domäne 
sowie C-Terminus) vermittelt wird. Ferner konnte gezeigt werden, dass der zelluläre 
SRp30c-Gehalt die Lokalisation von YB-1 beeinflußt. In proliferierenden Zellen liegt 
YB-1 zytoplasmatisch lokalisiert vor, bei Überexpression von SRp30c liegt YB-1 
nukleär vor und kolokalisiert mit SRp30c. Die Kolokalisation ist anhängig vom YB-1-
N-Terminus, nicht jedoch vom YB-1-C-Terminus. Ein zellulärer Hitzeschock führt zu 
einer nukleären Kompartimentierung von SRp30c in Streß-induzierten Körperchen. 
Unter diesen Bedingungen ist die nukleäre Co-Lokalisation von YB-1 und SRp30c 
aufgehoben. 
Die funktionelle Relevanz der Interaktion wurde in Spleißversuchen mit einem E1A-
Minigen herausgearbeitet. Dieses Modellsystem zur Untersuchung von 
Spleißprozessen enthält 3 alternative 5‘-Spleißstellen, die zu drei Isoformen (13S, 
12S und 9S) führen. Für SRp30c konnte bereits eine Bevorzugung der 13S-Isoform 
gezeigt werden. Bei Überexpression von YB-1 kommt es zu einer 
konzentrationsabhängigen Verminderung der 13S-Isoform und Zunahme der 12S-
Isoform. Diese Änderungen legen nahe, dass YB-1 die Rolle eines Adaptermoleküls 
übernimmt, indem YB-1 an RNA-Sequenzen bindet und über die Interaktion mit 
SRp30c eine Änderung des alternativen Spleißens bewirkt.  
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Neben SRp30c wurden Agrin, ANT, Fibulin-1, Fibrillin-1 und -2, Granulin, LTBP-3 
und -4, Notch und die  Phospholipidscramblase im two hybrid-System als potenzielle 
Interaktionspartner von YB-1 identifiziert.  
Viele dieser Proteine sind Bestandteile der Extrazellulärmatrix, so dass die Ergebnis 
neben den intrazellulären Funktionen von YB-1 auch auf ein extrazelluläres 
Vorkommen hindeuten. Unsere Arbeitsgruppe konnten inzwischen die Sekretion von 
YB-1 bestätigen.  
Ferner legen die Identifikation von ANT und der Phospholipidscramblase als 
potenzielle Interaktionspartner die Vermutung nahe, dass YB-1 innerhalb des 
Apoptosegeschehens von Bedeutung ist.  
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8 ANHANG  
 
8.1  Material und Methoden  
 
Verbrauchsmaterialien 
 
Verwendete Materialien mit Herstellernachweis: 
Acrylamid      Serva (Heidelberg) 
Agar       Difco (Hamburg) 
Agarose      Sigma (Deisenhofen)  
3-Amino-Triazol (3-AT)     Sigma (Deisendorf) 
Ammoniumpersulfat (APS)    Biorad (München) 
Ampicillin      Sigma (Deisenhofen) 
Bromphenolblau     Sigma (Deisenhofen) 
Bovine Albumine (BSA)     Sigma (Deisenhofen) 
Dithiothreitol (DTT)     Biorad (München) 
Dimethylsulfoxid (DMSO)    ICN Biochemicals (Cleveland, Ohio, USA) 
DNA-Leiter, 1kb     Invitrogen (Groningen, Niederlande) 
DNA-Leiter, 100bp     Invitrogen (Groningen, Niederlande) 
ECL       Amersham, New Jersey, USA 
Ethylendiamin N,N,N’,N-tetraessigsäure (EDTA) Sigma (Deisenhofen) 
Ethidiumbromid      Merck (Darmstadt) 
5-Fluoroorotic acid (5-FOA)    Invitrogen (Groningen, Niederlande) 
Formaldehyd      Merck (Darmstadt) 
Glycerin      Merck (Darmstadt) 
IPTG       Sigma (Deisendorf) 
Lysozym      Sigma (Deisendorf) 
ß -Mercaptoethanol     Merck (Darmstadt) 
Mini Protease-Inhibitoren-Cocktail   Böhringer (Mannheim) 
N,N,N,’N’-Tetramethylethyldiamin (TEMED)  Biorad (München) 
Natriumacetat      Merck (Darmstadt) 
Natriumchlorid       Merck (Darmstadt) 
Natriumdeoxycholat     Sigma (Deisendorf) 
Natriumdodecylsulfat (SDS)    Biorad (München) 
Natrium-Orthovanadat (Na3VO3)   Sigma (Deisendorf) 
Nonidet P40      Sigma (Deisendorf) 
Polyethylen-Glykol 4000 (PEG 4000)   Merck (Darmstadt) 
Protein-Standart     Invitrogen (Groningen, Niederlande) 
Resin AG 501 x 8 (D)     Biorad (München) 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)   Biorad (München) 
Tween20      Biorad (München) 
Triton X-100      Sigma (Deisendorf) 
X-Gal (5-bromo-5-chloro-3-indolyl-D-Galaktosid) Invitrogen (Groningen, Niederlande) 
Xylencyanol FF      Sigma (Deisenhofen) 
 
Alle sonstigen Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den Firmen Merck 
(Darmstadt), Sigma (Deisenhofen), Baker (Groß-Gerau), Boehringer (Mannheim), Clontech 
(Heidelberg) und Promega (Mannheim) bezogen und im Text erwähnt. 
 
Enzyme 
 
Restriktionsendonuleasen 
Restriktionsendonukleasen können doppelsträngige DNA and definierten Sequenzen erkennen und 
schneiden. Die verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden von Invitrogen, Groningen, 
Niederlande bezogen und in der Regel mit dem mitgelieferten Reaktionspuffer verwendet.  
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Polymerasen 
Es wurden drei verschiedene Polymerasen eingesetzt, die mit dem vom Hersteller mitgelieferten 
Reaktionspuffer verwendet wurden: 
· Die TAQ-Polymerase (Invitrogen, Groningen, Niederlande) wird in der normalen PCR 
eingesetzt. 
· Die proof-reading-Polymerase (Invitrogen, Groningen, Niederlande) besitzt eine 
Korrekturfunktion und kann falsch eingebaute Nukleotide erkennen und ersetzen. 
· Die Reverse Transkriptase synthetisiert zu einer RNA-Matrize einen komplementären DNA-
Strang. Das verwendete Enzym Superscript II (Invitrogen, Groningen, Niederlande) kann 
ferner den RNA-Strang nach erfolgter Transkription degradieren. 
 
T4-Ligase (Boehringer, Ingelheim) 
Die T4-Ligase dient der Ligation zweier DNA-Fragmente, wie es z.B. beim Klonieren eines DNA-
Fragmentes in einen Vektor notwendig ist.  
 
Kits 
 
Fertige Kits wurden von der Firma Qiagen ™ (Hilden) bezogen. Im einzelnen wurden folgende Kits 
benutzt: 
· QIAprep Spin Miniprep Kit zur Extraktion von 10-25µg Plasmid-DNA aus Bakterien.  
· QIAfilter Plasmid Maxi Kit zur Extrakiotn von bis zu 500µg Plasmid-DNA aus Bakterien. 
· RNeasy Mini Kit zur Extraktion von 50-100µg RNA aus Zellen. 
· QIAquick Gel Extraction Kit zur Aufreinigung von DNA aus Agarose-Gelen. 
 
 
Bakterienstämme 
 
E. coli xL-Blue (Invitrogen, Groningen, Niederlande) 
Der Bakterienstamm E.coli xL-Blue zeichnet sich durch eine gute Akzeptanz von eingebrachter 
Plasmid-DNA aus.  
Dieser Bakterienstamm wurde für die meisten Versuche verwendet. 
 
E. coli DH10B (Invitrogen, Groningen, Niederlande) 
Der Bakterienstamm wird zur Transformation durch Hitzeschock eingesetzt. Aufgrund einer Deletion 
im Genom ist es leichter, auch große Plasmide einzubringen. 
Durch spezielle Waschverfahren ist dieser Stamm hochkompetent, die Transformationseffizienz liegt 
bei mehr als 109 Transformanten/ 1µg pUC19-Plasmid. 
 
E. coli DH5a (Invitrogen, Groningen, Niederlande) 
Dieser Zellstamm wird für die Transformation durch Elektroporation eingesetzt. Die Effizienz liegt bei 
mehr al 1010 Transformanten/ 1µg pUC19-Plasmid. 
 
E. coli BL21 DE3 (Invitrogen, Groningen, Niederlande) 
Der E. coli-Stamm BL21 wird zur Herstellung von rekombinantem Protein benutzt. Die Zellen enthalten 
eine durch IPTG induzierbare T7-RNA-Polymerase und ermöglichen so die Genexpression von 
Plasmiden mit integriertem T7-Promotor (U.S. Patent 4952496,8-28-90: Cloning of the gene for 
bacteriophage T7-RNA-Polymerase, Studier, W.F., et al.). 
 
Hefestämme 
Die verwendeten Hefestämme werden im Methodenteil im Rahmen des two hybrid-Systems 
vorgestellt. 
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Zelllinien 
 
HEK293T 
Die humanen embryonalen Nierenzellen sind durch Transformation mit dem viralen SV40-large T-
antigen immortalisiert worden.  
 
HeLa-Zellen 
HeLa-Zellen sind Ovarialkarzinomzellen, die in den 50er Jahren bei einer Patientin entnommen 
wurden. Sie zeichnen sich durch einfache Kultivierung aus. 
 
 
Oligonukleotide 
Alle nachfolgend aufgeführten Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen (Niederlande) 
bezogen.  
Zur weiteren Verarbeitung wurden sie mit Nuklease-freiem Aqua dest. auf eine Konzentration von 
100pmol/l verdünnt und bei –20°C aufbewahrt.  
Aus der Stammlösung wurden die Verbrauchslösungen angesetzt, üblicherweise mit einer 
Konzentration von 25pmol/l für die PCR bzw. 10pmol/l für die Sequenzierungsreaktion.  
 
 
NAME SEQUENZ VERWENDUNG 
spDBLeuSEQ GAA TAA GTG CGA 
CAT CAT CAT C 
Sense-Sequenzierung des pDBLeu-
Plasmides im Übergangsbereich GAL4-DB 
à Insert 
apDBLeuSEQ GTA AAT TTC TGG 
CAA GGT AGA C 
Antisense-Sequenzierung des pDBLeu-
Plasmides im Übergangsbereich Plasmid 
à Insert 
spPC86SEQ1 TAT AAC GCG TTT 
GGA ATC ACT 
· Sense-Sequenzierung des pPC86-
Plasmides im Übergangsbereich 
GAL4-DB à Insert 
· Sense-Sequenzierung der 
MAB86-Plasmide zur Identifikation 
der bait-Sequenz 
apPC86SEQ2 GTA AAT TTC TGG 
CAA GGT AGA C 
· Antisense-Sequenzierung des 
pPC86-Plasmides im 
Übergangsbereich GAL4-AD à  
Insert 
· Antisense-Sequenzierung der 
MAB86-Plasmide zur Identifikation 
der bait-Sequenz 
t-sYBINcoI CAT GCC ATG GCA 
ATG AGC AGC GAG 
GCC GAG ACC C 
Sense-Primer für die Klonierung von YB-1 
aus der Bibliothek (Sequenz) via NcoI-
Schnittstelle (NcoI) 
T-aYBISpeI GGA CTA GTT TAC 
TCA GCC CCG CCC 
TGC TCA GCC 
Antisense-Primer für die Klonierung von 
YB-1 aus der Bibliothek (Sequenz) via 
SpeI-Schnittstelle (SpeI) 
pMTE1A-sense ATT ATC TGC CAC 
GGA GTG TGT  
Sense-Primer für den in vivo-Spleiß-Assay 
zur Amplifikation des E1A-Fragmentes in 
einer RT-PCR 
pMTE1A-antisense GGA TAG CAG GCG 
CCA TTT TA 
Antisense-Primer für den in vivo-Spleiß-
Assay zur Amplifikation des E1A-
Fragmentes in einer RT-PCR 
GAPDH-sense TTC CAT GGC ACC 
GTC AAG GC 
Sense-Primer zur Amplifikation des 
housekeeping-Gens GAPDH  in einer RT-
PCR 
GAPDH-antisense TCA GGT CCA CCA 
CTG ACA CG 
Antisense-Primer zur Amplifikation des 
housekeeping-Gens GAPDH  in einer RT-
PCR 
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Plasmide 
 
Die im two hybrid-System verwendeten Plasmide werden zusammen mit dem two hybrid-System 
vorgestellt.  
Weitere Plasmide, die zur Transfektion von Zellen verwendet wurden, sind nachfolgend tabellarisch 
aufgeführt.  
 
GFP-YB-1 YB-1 Fusionsprotein aus YB-1 
und GFP (grün 
fluoreszierendes Protein) 
· Immunfluoreszenz 
· Co-Immunpräzipitation 
GFP-YB-1 D1 YB-1-Fragment  Aminosäuren 
21-147 
· Immunfluoreszenz 
· Co-Immunpräzipitation 
GFP-YB-1 D2 YB-1-Fragment Aminosäuren 
147-225 
· Immunfluoreszenz 
· Co-Immunpräzipitation 
GFP-YB-1 D3 YB-1-Fragment Aminosäuren 
147-317 
· Immunfluoreszenz 
· Co-Immunpräzipitation 
GFP-YB-1 D4 YB-1-Fragment Aminosäuren 
258-317 
· Immunfluoreszenz 
· Co-Immunpräzipitation 
GFP Kein Insert GF-Protein · Kontrollvektor für die Versuche 
mit GFP-YB-1 und GFP-YB-1 
D1-4 
pCR-FLAG-
30c4 
SRp30c Zell-Expressions-
Plasmid für SRp30c mit 
einem N-terminalen 
FLAG-tag 
· Immunfluoreszenz 
· Co-Immunpräzipitation 
· Splicing-Versuche 
pCR-Flag Kein Insert FLAG-Expression · Kontroll-Plasmid für Versuche 
mit SRp30c 
pSG5-YB-1 YB-1 Expressionsvektor für 
YB-1 
· Splicing-Versuche 
pSG5 Kein Insert Leerer Kontrollvektor · Splicing-Versuche 
pMTE1A5 E1A-Exon-
Intron-Abfolge 
Expression einer Exon-
Intron-Abfolge als prä-
mRNA 
· Splicing-Versuche 
 
Die GFP-Plasmide kodieren für ein 27kDa Protein, welches ursprünglich bei Aequorea victoria 
identifiziert wurde. Es ist in der Lage, bei Anregung in einem bestimmten Energiebereich Licht einer 
definierten Wellenlänge zu emittieren. Die Anregung des Proteins ist im Wellenlängenbereich von 
300nm bis 500nm möglich, mit einer maximalen Anregung bei 395 nm und noch einem zweiten 
Maximum bei etwa 480nm. 
Die Emission kann zwischen 500nm und 540nm detektiert werden, mit einem Intensitätsmaximum bei 
509nm.  
 
Antikörper 
Erstantikörper 
Erstantikörper erkennen Proteine anhand von bestimmten Epitopen. Die nachfolgende Tabelle gibt 
einen Überblick über die verwendeten Antikörper 
                                                 
4 Dieses Plasmid wurde uns zur Verfügung gestellt von Stephan Stamm, Martinisried, München: Stoss 
et al., 1999.  
5  Dieses Plasmid wurde uns freundlicherweise von Adrain R. Krainer, Cold Spring Habor Labs, New 
York, USA, zur Verfügung gestellt: Caceres et al., 1994.  
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Antikörper Epitop Verwendung Hersteller 
Anti-His-tag-Antikörper His-tag · Detektion 
rekombinanter 
Proteine im Western 
blot 
Clontech, Californien, USA 
Anti-DbpB-Antiköper Polyklonaler 
Anti-YB-1-
Antikörper 
· Co-
Immunpräzipitation 
· Immunfluoreszenz 
· Western blot 
(Mertens et al., 1998) 
Anti-GFP-Antikörper GFP-Epitop  · Co-
Immunpräzipitation 
· Western blot 
Clontech, Californien, USA 
FLAG-M2-Antiköper FLAG-Epitop 
von SRp30c 
· Co-
Immunpräzipitation 
· Western blot 
· Immunfluoreszenz 
Sigma, Deisendorf, 
Deutschland 
Unspezifisches IgG Unspezifisch · Preclearing Dako A/S, Dänemark 
 
 
Zweitantikörper 
Zweitantikörper dienen der Sichtbarmachung von Erstantikörpern.  
 
TRITC-markierter Antikörper (Dinova, Hamburg) 
Der TRICT-markierte Sekundärantikörper ist ein in Ziegen hergestellter Antikörper, der das murine 
IgG am FC-Teil erkennt. Er ist an ein Molekül gekoppelt, das sogenannte Tetramethyl-Rhodamin-
Thiocarbamoyl (TRITC), welches auf Anregung Licht einer bestimmten Wellenlänge emittiert. Die 
maximale Anregung erfolgt bei einer Wellenlänge von etwa 543nm. Bei dieser Anregung emittiert 
es Licht im Bereich von 530nm bis über 600nm mit einer maximalen Intensität bei 580nm. 
Der Antikörper wird für die indirekte Immunfluoreszenz in einer Verdünnung von 1:600 eingesetzt. 
 
Anti-rabbit-Ig (Amersham, NJ, USA) 
Dieser Sekundärantikörper erkennt Immunglobuline von Hasen und ist mit dem Peroxidase-
Enzym gekoppelt, welches in der Lage ist, die ECL-Lösung (Amersham, NJ, USA) in einen 
lumineszierenden Farbstoff, der auf einem Röntgenfilm detektiert werden kann, umzusetzen. 
Im Western-Blot wird er in einer 1:2000 Verdünnung eingesetzt. 
 
Anti-mouse Ig (Amersham, NJ, USA) 
Dieser Sekundärantikörper erkennt Immunglobuline von Mäusen und ist mit dem Peroxidase-
Enzym gekoppelt, welches in der Lage ist, die ECL-Lösung (Amersham, NJ, USA) in einen 
lumineszierenden Farbstoff, der auf einem Röntgenfilm detektiert werden kann, umzusetzen. 
Im Western-Blot wird er in einer 1:2000 Verdünnung eingesetzt. 
 
Puffer 
 
Pufferlösungen werden mit destilliertem Wasser angesetzt und – so nicht anders angegeben – vor 
Verwendung autoklaviert.  
 
Allgemeine Puffer 
TE-Puffer 
· 10  mM  Tris HCl, pH 7.5 
· 1  mM  EDTA 
 
Sodium-Orthovanadat (200mM)  
· 3,6  g  Natrium-Orthovanadat  
· ad 100  ml  Aqua dest.  
· Den pH auf 10,0 einstellen. 
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· Die Lösung kochen, bis sie farblos wird. 
· Die Lösung wird bei -20°C gelagert. 
 
EDTA (0,5M) 
· 146,1  g  EDTA  
· ad 1000 ml  Aqua dest. 
· Den pH auf 8.0 einstellen. 
· Lösung rühren, bis keine Kristalle mehr zu sehen sind. 
· Die Lagerung erfolgt bei Raumtemperatur. 
· Sollten Kristalle ausfallen, können sie unter Rühren bei leichtem Erwärmen wieder gelöst 
werden. 
 
Natrium-Deoxycholat (10%) 
· 10  g  Natrium-Deoxycholat  
· ad 100  ml  Aqua dest. 
 
 
Puffer für Zellen 
PBS-EDTA  
PBS (phophate buffered saline, Phosphat-gepufferte Salzlösung) mit Zusatz von  
· 1  mM  EDTA  (entspricht 2ml der 0.5M EDTA-Lösung) 
 
PBS-CM 
PBS mit Zusatz von  
· 1  mM   MgCl2 
· 0.1  mM   CaCl2 
 
 
2x-HEPES gepufferte Kochsalzlösung  (2fach-HBS-Puffer) 
· 280  mM  Natriumchlorid 
· 10  mM   Kaliumchlorid 
· 1,5  mM  di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat 
· 12  mM  Dextrose 
· 50  mM  HEPES 
· In Aqua dest. unter Rühren lösen. 
· Der Puffer wird vor Verwendung steril filtriert. 
 
 
RIPA-Puffer   
· 50  mM  Tris-HCl, pH 7,4  
· 150  mM   Nonidet P-40 
· 0,25  mM  Natriumdeoxycholat       
· 1  mM   EDTA 
· 1   Tablette  „complete, Mini Protease-Inhibitoren-Cocktail" als  
Proteinase-Inhibtor, hinzugeben. 
· 1  mM   Aktiviertes Na3VO4 (Natrium-Orthovanadat) als  
Phosphatasen-Inhibitor hinzugeben. 
· Dieser Puffer wird nicht sterilisiert. 
 
Zellyse-Puffer 
· 10  ml   RIPA-Puffer 
· 1   Tablette „complete, mini“, Proteasen-Inhibitoren53 
· 50  µl   aktiviertes Natrium-Orthovanadat  
 
Puffer X 
· 0.1  %   Triton X-100 
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· 0.2  %   BSA 
·   in PBS-CM 
· Dieser Puffer wird vor jedem Gebrauch frisch angesetzt und muss nicht sterilisiert werden. 
 
Puffer für Hefen 
10fach TE-Puffer: 
· 100  mM   Tris-HCl, pH= 7,5 
· 10  mM   EDTA 
 
10x Lithiumacetat 
· 1  M  Lithiumacetat 
 
50%iges Polyethylen-Glykol (PEG) 
· 50g PEG 4000 werden in einen Messzylinder gegeben. 
· Unter ständigem Rühren und eventuell leichtem Erhitzen wird so lange Aqua dest. 
hinzugeben, bis ein Volumen von 100ml erreicht ist. 
· Mittels einer Spritze und eines Filters wird die Lösung sterilisiert. 
· Die Lösung wird nicht autoklaviert, da es sonst zu einer Volumenverminderung und damit 
Konzentrationserhöhung kommt. 
 
Einfache TE/LiAc-Lösung (100ml) 
· 10  ml   10fach TE-Puffer 
· 10  ml  10fach Lithiumacetat 
· 80  ml  Aqua dest. 
· Die Lösung wird vor jedem Gebrauch frisch angesetzt und steril filtriert. 
 
Einfache PEG/TE/LiAc-Lösung (10ml) 
· 1  ml  10fach TE-Puffer 
· 1  ml  10fach Lithiumacetat 
· 8  ml  50%iges PEG 
· Die Lösung wird vor jedem Gebrauch frisch angesetzt und steril filtriert. 
 
STET-Puffer: 
· 8   %   Sucrose 
· 50   mM   Tris, pH 8 
· 50   mM   EDTA, pH 8 
· 5   %   Triton X-100 
 
Puffer Z: 
· 16.1  g   Na2HPO4·7H2O 
· 5.5  g   NaH2PO4·H2O 
· 0.75  g   KCl 
· 0.246  g   MgSO4·7H2O 
· Mit Aqua dest. auf etwa 900ml auffüllen. 
· Den pH auf 7.0 einstellen. 
· Mit Aqua dest. auf einen Liter auffüllen. 
· Steril filtrieren. 
 
X-Gal-Lösung: 
· 100mg X-Gal-Pulver (5-bromo-5-chloro-3-indolyl-D-Galaktosid) werden in 1ml N,N-Dimethyl-
Formamid unter dem Abzug aufgelöst. 
· Die Lösung wird bei –20°C gelagert. 
 
Puffer für Bakterien 
Antibiotika-Lösungen: 
 Stammlösung Endkonzentration Firma 
Ampicillin  100mg/ml (H2O) 100µg/ml LB-Medium Sigma 
Kanamycin 25mg/ml (H2O) 25µl/ml LB-Medium Sigma 
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Die Antibiotikastammlösungen werden bei –20°C aufbewahrt. 
 
Puffer für die Plasmid-Aufreinigung aus Bakterien: 
Die Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterien erfolgt mit dem QIAprep™ Spin Miniprep Kit 
(kleinere Mengen: 5-20µg DNA-Ausbeute pro Ansatz) sowie dem QIAGEN™ Plasmid Maxi Kit 
(größere Plasmidmengen: 100-250µg DNA pro Ansatz). 
 
Puffer P1 (Resuspensionspuffer) 
· 50  mM   Tris-Cl, pH 8.0 
· 10  mM   EDTA 
· 100  µg/ml   RNase A 
· Die Lagerung erfolgt bei 4°C. 
 
Puffer P2 (Lyse-Puffer): 
· 200  mM   NaOH 
· 1  %   SDS 
· Die Lagerung erfolgt bei Raumtemperatur. 
· Bei Bildung von Präzipitaten kurzes Erwärmen auf 37°C. 
 
Puffer N3 (Neutralisationspuffer) 
· 3.0  M   Kaliumazetat, pH 5.5 
 
Puffer für DNA 
TAE 50x  
· 242   g   Tris Base 
· 57,1   ml   Eisessig-Säure (glacial acetic acid) 
· 100   ml   0,5M EDTA (pH 8) (entspricht 37,2g Na2EDTA) 
· Mit Aqua dest. auf einen Liter auffüllen. 
5fach Stopp-Puffer  
· 50  mM   EDTA 
· 1  % (w/v)  SDS 
· 30  % (v/v)  Glycerin 
· 0.25  % (w/v)  Bromphenolblau 
· Den pH auf 8.0 einstellen. 
 
Puffer für Protein 
Ammoniumpersulfat (10%) 
· 1  g   Ammoniumpersulfat auf 10ml Aqua dest. 
 
Coomassie-Entfärbelösung 
· 400   ml  Methanol 
· 100  ml  Essigsäure 
· 500   ml  Aqua dest. 
 
Coomassie-Färbelösung 
· 1   ml  Coomassie Blue R-250 
· 400   ml  Methanol 
· 100   ml  Essigsäure 
· 499   ml   Aqua dest. 
 
2fach-Proben-Puffer für SDS-PAGE   
· 2,4   ml  Aqua dest. 
· 2,4   ml  4fach-Sammelpuffer  
· 2,0   ml  Glyzerol 
· 2,0  ml  10%ige SDS-Stammlösung  
· 200  µl  1%ige Bromphenolblau-Stammlösung 
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· 40  µl  0,5M EDTA-Stammlösung  
· 1,0   ml  Beta-Mercaptoethanol  
· ad 100   ml  Aqua dest. 
· Der Proben-Puffer wird bei -20°C aufbewahrt. 
 
4fach-Sammelpuffer für SDS-PAGE  
· 0,5  M  Tris-HCl, pH 6,8 
 
SDS-Elektrodenpuffer für einen Liter  
· 30  g  Tris, pH 8,3  
· 144  g  Glyzin   
· 10  g  10%ige SDS-Stammlösung 
· ad 1000 ml   Aqua dest. 
· Die Lagerung erfolgt bei 4°C im Kühlschrank. 
 
 
Stripping-Puffer  
· 625   ml  Tris-HCl, ph 6,7 
· 20   g  SDS 
· ad 1000 ml   Aqua dest.  
· Die Lagerung erfolgt bei 4°C im Kühlschrank. 
· Vor Benutzung werden zu jeweils 100 ml stripping-Puffer 780΅l β-Mercaptoethanol 
hinzugegeben. 
     . 
Transfer-Puffer für einen Liter    
· 3  g  Tris Base    
· 14,4  g  Glyzin     
· 200  ml  Methanol 
· ad 1000 ml   Aqua dest. 
· Der Transferpuffer wird bei 4°C im Kühlschrank gelagert. 
 
4fach-Trennpuffer für SDS-PAGE 
· 1,5  M  Tris Base, pH 8,8       
 
TTBS (Tris gepufferte Salzlösung/Tween-20) 
· 10  ml  1M  Tris-Stammlösung, pH 8,0 
· 30  ml  5M  NaCl-Stammlösung 
· 2  ml  25%ige Tween-20-Stammlösung 
· ad 1000 ml   Aqua dest. 
 
 
Dialyse-Puffer (2l): 
· 400  ml   Glycerol (entspricht 20% v/v) 
· 800  µl  0.5 M  EDTA-Stammlösung  
· 40  ml  5 M  NaCl-Stammlösung  
· 20  ml   2 M  HEPES-Stammlösung pH 7.9  
· ad 2000 ml   Aqua dest. 
· Der Dialyse-Puffer wird frisch angesetzt und bei 4°C gelagert. 
· Vor jedem Gebrauch werden pro 0.5l frisch hinzugegeben: 
· 2ml 0.2M PMSF (bei –20°C im Ethanolstock) 
· 2ml 1M DTT (bei –20°C) 
 
Puffer für die Herstellung von rekombinantem Protein 
Für die Aufreinigung von rekombinant hergestelltem Protein werden verschiedene Wasch-Puffer 
benötigt, die frisch aus dem im Kit mitgelieferten Lösungen hergestellt werden. 
Im Kit enthalten sind drei Lösungen, die zehnfach konzentrierten Stocklösungen A und B sowie eine 
Imidazol-Lösung. 
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Pro Ansatz werden zu Beginn jeweils 100ml einfach konzentrierte Lösungen A und B von den 
Stocklösungen A und B hergestellt. Hierzu werden 90ml destilliertes Wasser mit 10ml Stocklösung 
versetzt.  
Puffer B muß auf 37°C im Brutschrank erwärmt werden. 
Aus den einfach konzentrierten Lösungen A und B werden nun die verschiedenen Waschpuffer 
hergestellt. Die pH-Wert-Einstellung erfolgt durch Zugabe von Puffer A (pH senken) bzw. Puffer B (pH 
anheben).  
 
· Nativer Bindungspuffer (pH 7.8), 50ml 
· 2.9 ml  1x Puffer A 
· 47.1  ml  1x Puffer B 
· Dieser Puffer dient zur Chelatausbildung und damit der Bindung vom 
exprimierten Protein an die Nickelionen 
 
· Nativer Waschpuffer (pH 6.0), 50ml 
· 37ml 1x Puffer A 
· 13ml 1x Puffer B 
· Der Puffer wird für die Waschschritte verwendet, mittels derer unspezifisch 
gebundenes Protein herausgewaschen werden soll. 
 
 
· Nativer Imidazol-Elutionspuffer 
· Diese Puffer dient der Elution von Protein mittels Imidazol-
Konzentrationsgradienten  
· Zur Herstellung werden der Native Waschpuffer (pH6.0) und die mitgelieferte 
3M Imidazol-Lösung in unterschiedlichen Volumenverhältnissen gemischt: 
 
 3M Imidazol Wash Puffer pH 6.0 
50mM 0.08ml 4.92 ml 
200mM 0.38ml 4.62 ml 
350mM 0.58ml 4.42 ml 
500mM 0.83ml 4.17 ml 
 
 
 
Medien 
 
Medien für Zellkultur 
Zur Herstellung der Zellkulturmedien werden folgende Bestandteile von Invitrogen (Groningen 
Niederlande) verwendet: RPMI-Medium, DMEM-Medium, Fötales Kälberserum (FKS), Glutamin, 
nichtessentielle Aminosäuren, Penicillin und Streptomycin 
 
Das für die Kultivierung der HeLa- und HEK 293T-Zellen verwendete Medium besteht aus: 
· 500  ml   Dulbecco´s modiefied Eagle Medium (DMEM) 
· 50  ml   steril filtriertes fetales Kälberserum (FCS) 
· 100  U/ml   Penicillin 
· 100  µg/ml   Streptomycin 
· 2  mM   Glutamin  
 
Das Medium wird bei 4°C gelagert und vor Verwendung im Wasserbad auf 37°C aufgewärmt.  
 
 
Medien für Hefen 
Die Medien für die im two hybrid-System verwendeten Hefestämme werden im Methodenteil 
zusammen mit dem two hybrid-System beschrieben.  
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Medien für Bakterien 
Für die Bakterienmedien werden folgende Bestandteile verwendet:  
Natriumchlorid     Sigma (Deisendorf) 
Hefeextrakt     Difco (Hamburg) 
Peptone     Difco (Hamburg) 
Kaliumchlorid     Sigma (Deisendorf) 
Magnesiumchlorid    Sigma (Deisendorf)  
Magnesiumsulfat    Sigma (Deisendorf) 
 
 
 
Es werden drei verschiedene Medien zur Kultivierung von E. coli verwendet, für die grundsätzlich gilt: 
· Für die Herstellung von Agarplatten werden vor dem Autoklavieren 20g Agar pro Liter Medium 
hinzugegeben. 
· Das Autoklavieren geschieht bei 121°C für 20 Minuten. 
· Nach dem Herunterkühlen auf etwa 55°C wird bei Bedarf 1ml einer Antibiotikumstammlösung 
pro Liter Medium hinzugefügt. 
· Für die Agar-Platten wird das auf etwa 55°C heruntergekühlte Medium mit Antibiotikum 
versetzt und in die Platten gegossen. Nach dem Aushärten werden die Platten für 48 Stunden 
bei Raumtemperatur kopfüber in Alufolie eingewickelt gelagert, anschließend mit Parafilm 
umwickelt und bei 4°C dunkel aufbewahrt. 
 
 
LB-Medium (pro Liter): 
· 10  g  Natriumchlorid 
· 5  g  Hefeextrakt 
· 10  g  Peptone 
 
SOB-Medium (pro Liter):  
· 20  g  Trypton  
· 5  g  Hefe-Extrakt 
· 0,58  g  NaCl 
· 0,187  g  KCl 
 
SOC-Medium    
Das SOC-Medium wird für jeden Versuch entsprechend dem Bedarf neu angesetzt. Pro Milliliter 
benötigt man: 
· 960 µl  SOB-Medium 
· 10  µl  1M MgCl2 (steril filtriert) 
· 10  µl  1M MgSO4 (steril filtriert) 
· 20  µl  1M Glukose  
 
 
   
Methoden für Bakterien  
Einfrieren und Lagerung von Bakterien 
Von einer gewachsenen Bakterienkultur werden 500µl in ein Eppendorfgefäß überführt. Hinzu 
kommen 500µl autoklavierten Glycerols. Die Suspension wird gevortext und in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren. Die Bakterienstöcke werden bei –70°C gelagert. 
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Herstellen kompetenter Bakterien 
Vor der Transformation von Bakterien müssen diese kultiviert und gewaschen werden, um eine 
möglichst hohe Effizienz zu erreichen.  
Für die Herstellung kompetenter Bakterien werden alle benötigten Lösungen sowie Gefäße und 
Pipettenspitzen autoklaviert und bei 4°C gekühlt. Die Arbeiten werden auf Eis oder im Kühlraum 
vorgenommen. 
 
Hitzeschock-kompetente Bakterien  
Es wird eine 25 ml Vorkultur mit E.coli xL-Blue angeimpft und über Nacht kultiviert. Aus dieser 
Kultur werden 5ml zum Animpfen von 500ml LB-Medium genommen. Die Bakterien werden in 
der 500ml-Kultur bis zum Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase (OD600nm= 0,5) 
kultiviert. Die Kultur wird in Eiswasser für 2h gekühlt. Nach dem Pelletieren (2500 x g, 4°C, 20 
Minuten) werden die Bakterien in 20ml des eiskalten Titrationspuffers resuspendiert, die 
Suspension dann auf 500ml mit Titrationspuffer aufgefüllt und auf Eis für 45 Minuten gekühlt. 
Nach erneutem Pelletieren (1800 x g, 4°C, 10 Minuten) werden die Bakterien in 50ml 
Titrationspuffer resuspendiert. Der Suspension wird nun tropfenweise 80%ige Glycerollösung 
bis zu einer finalen Konzentration von 15% hinzugegeben (das entspricht in etwa 11ml). Die 
Zellen werden zu je 200µl in vorgekühlte Eppendorfgefäße aliquotiert, in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und bei –80°C bis zum Gebrauch gelagert. 
 
Elektroporation-kompetente Bakterien  
Für die Elektroporation müssen die Bakterien so gereinigt werden, dass sie salzfrei vorliegen. 
Hierfür sind zum einen mehrere Waschschritte mit destilliertem Wasser erforderlich, zum 
anderen ein vorsichtiges Arbeiten, um eine Zerstörung der Zellmembranen mit endogener 
Salzfreisetzung zu verhindern.  
Es werden 25 ml LB-Medium mit E.coli (DH5a) angeimpft und über Nacht kultiviert. Die 
komplette Übernachtkultur wird zum Animpfen von 500ml LB-Medium genommen und dieses 
dann im Schüttler bis zum Erreichen der logarithmischen Wachstumspahse (OD600nm 0,5) 
kultiviert. Die Kultur kommt für 30 Minuten auf Eis. Die Bakterien werden bei 4000rpm und  0°C 
für 15 Minuten pelletiert und das Pellet nach und nach in insgesamt 500ml gekühltem Aqua 
dest. resuspendiert. Hierbei muß unbedingt auf Eis gearbeitet werden. Nach erneutem 
Pelletieren (4000rpm, 15 Minuten, 0°C) werden die Bakterien in 250ml gekühltem A.dest. auf 
Eis resuspendiert und anschließend erneut pelletiert. Das Pellet wird in 20ml 10%igen gekühlten 
Glycerins  (v/v in Aqua dest.) aufgenommen und resuspendiert. Die Suspension wird erneut 
pelletiert und der Überstand anschließend schnell abdekantiert, um ein Ablösen des Pellets zu 
verhindern. Das Pellet wird in dem verbliebenen Glycerin resuspendiert, es werden noch einmal 
etwa 2ml 10%igen Glycerins hinzugegeben und die Bakterien schließlich in gekühlten 
Eppendorfgefäßen zu 100µl aliquotiert. Die Aliquots werden in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren. Die Aufbewahrung erfolgt bei –70°C. 
Transformation von Bakterien 
Hitzeschock-Transformation von Bakterien  
Die entsprechenden Bakterien werden auf Eis aufgetaut, und die Bakteriensuspension wird zum 
Plasmid hinzugegeben. Nach kurzem Vortexen werden die Bakterien für 45 Minuten auf Eis 
inkubiert. Der Hitzeschock erfolgt bei 42°C im Wasserbad für 90 Sekunden. Anschließend 
werden die Bakterien für 10 Minuten aus Eis inkubiert. Im Anschluß gibt man 1ml LB-Medium 
ohne Antibiose hinzu und läßt die Bakterien bei 37°C im Schüttler für etwa 45 Minuten 
inkubieren, damit sie das Resistenzgen exprimieren können. Nach der Inkubation wird eine 
entsprechende Menge (z.B: 200µl bei einem zirkulärem Vektor) der Suspension auf  einer LB-
Platte mit Antibiotikum-Zusatz ausgestrichen.  
Die hierbei zu erreichenden Effizienz liegt bei etwa 106 Transformanten pro Mikrogramm 
zirkulärer Plasmid-DNA. 
 
Elektroporation von Bakterien  
Die Transformation erfolgt mittels eines starken elektrischen Feldes. Die entsprechenden 
Bakterien werden auf Eis aufgetaut. Sofort nach dem Auftauen werden 40µl Bakterien mit dem 
Plasmid in einem Eppendorfgefäß  durch ein- oder zweimaliges Auf- und Abpipettieren 
vermischt, zwei Minuten auf Eis inkubiert und in die trockene, gekühlte Elektroküvette überführt. 
Hierbei wird die Suspension blasenfrei zwischen die beiden Kondensatorplatten gegeben. Die 
Elektroporation erfolgt mit 2500 Volt bei 400W bei einer Zeitkonstante von etwa 5,5ms. Nach der 
erfolgreichen Elektroporation (kein lauter Knall, kein Blitz) werden die transformierten Bakterien 
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mit 1ml SOC-Medium aus der Küvette herausgespült und für 1h bei 37°C im Schüttler inkubiert. 
Eine geeignete Menge wird nach der Inkubation auf LB-Platten mit Antibiotikum-Zusatz 
ausgestrichen. 
Die erreichte Effizienz liegt bei 108 transformierten Bakterien pro Mikrogramm zirkulärer 
Plasmid-DNA. 
 
Methoden für Zellen  
Kultivierung von Zellen 
Die Kultivierung von Zellen erfolgt bei 37°C in einem Brutschrank mit einer 5%igen CO2-Begasung. 
Die Zellen werden oder Zellkulturflaschen unterschiedlicher Größe kultiviert. Die Zellen werden je 
nach Wachstumseigenschaften etwa alle 3-4 Tage in eine neue Zellkulturflasche passagiert. Hierbei 
wird die Zellzahl reduziert, um ein regelmäßiges Wachstum zu gewährleisten. Zum Passagieren der 
Zellen wird das Medium abgesaugt und der Zellrasen einmal vorsichtig mit PBS gewaschen. Die 
Zellen werden durch 20% Trypsin-EDTA in PBS nach etwa 3-5 Minuten vom Flaschenboden gelöst. 
Die Trypsinaktivität wird durch Zugabe von Medium gestoppt und die Zellen werden durch 
gleichmäßiges mehrmaliges Auf- und Abpipettieren vereinzeln. Etwa 1/5 bis 1/10 des Volumens wird 
in eine neue Zellkulturflasche gegeben und mit Medium aufgefült. 
Transfektion von Zellen 
Die Zelltransfektion dient dem Einbringen von Plasmid-DNA zur Überexpression von Proteinen oder 
prä-mRNA. 
Zellen wurden für drei verschiedene Versuche transfiziert: 
1. für Proteinexpression, Detektion und Co-Immunpräzipitationen 
2. für Immunfluoreszenz-Versuche 
3. für in vivo-splicing-Assays 
Für den jeweiligen Ansatz wurde die Zellzahl der pro Milliliter gelösten Zellen mittels der Neubauer-
Zählkammer bestimmt und eine geeignete Zellzahl ausgesät. 
Die Transfektion erfolgte durch die CaPO4-Methode, bei der die DNA in einem Calcium-haltigem 
Puffersystem auf die Zellen gegeben wird. In diesem Puffersystem bilden sich Ca2+-DNA-Präzipitate, 
welche von den Zellen erleichtert aufgenommen werden. 
Am ersten Tag werden die Zellen vereinzelt und in einer entsprechenden Zellzahl ausgesät: Für eine 
Zellkulturflasche werden 2x106 Zellen, für ein Loch einer Sechslochplatte werden 1x105 Zellen 
ausgesät. 
Nach 24 Stunden wird das Medium abgesaugt und neues Medium (10ml pro Zellkulturflasche, 3ml pro 
wells) hinzugegeben. Der Transfektionsansatz wird in zwei getrennten speziellen Röhrchen gemischt: 
 
 Zellkulturflasche 75ml Sechslochplatte 
Röhrchen 1:           2fach HBS 363µl 97µl 
Röhrchen 2:           TE-Puffer 
                               CaCl2 (2M) 
                               Plasmid-DNA 
318µl - VolDNA 
max 50µg 
45µl 
85µl - VolDNA 
max 15µg 
12µl 
Das CaCl2 wird unter leichtem Vortexen langsam in das zweite Röhrchen gegeben. Anschließend wird 
der Inhalt des zweiten Röhrchens unter langsamen Vortexen in das erste Röhrchen überführt und 45 
Minuten verschlossen bei Raumtemperatur zur Ausbildung der Präzipitate inkubiert. 
Die Lösung wird langsam auf die Zellen gegeben. Hinzu kommen 10µl  (3µl) Chloroquin.  
Die Zellen werden für 5 Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert, dann das Medium noch einmal 
gewechselt. 
Die Zellen werden nach 24-48h weiter verarbeitet. 
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Methoden für DNA 
Restriktionsspaltung 
Doppelsträngige DNA kann durch Restriktionsendonukleasen an definierten Stellen geschnitten 
werden. 
Die Restriktionsspaltung wird für folgende Zwecke eingesetzt: 
· Überprüfung von Plasmiden nach Vervielfältigung durch Spaltung in spezifische Fragmente. 
· Umklonierung von Fragmenten in unterschiedliche Vektoren. 
Ein Restriktionsansatz hängt von der Menge der eingesetzten DNA und Endonukleasen sowie der 
anschließenden Weiterverarbeitung der DNA ab. 
Grundsätzlich gelten die nachfolgenden Bedingungen: 
· Das Reaktionsvolumen liegt zwischen 10 und 30µl. 
· Die Menge der eingesetzten Enzyme sollte möglichst gering sein, um eine hohe 
Glycerinmenge im Reaktionsansatz zu vermeiden. 
· 1µg DNA werden 1-5U Enzym zugesetzt. 
· In der Regel werden die dem Enzym beigelegten Puffer verwendet. 
· Die Puffer sind 10fach konzentriert, sie liegen im Reaktionsansatz 1:10 verdünnt vor. 
· Die meisten Ansätze werden bei 37°  für mindestens eine Stunde inkubiert. 
· Der Reaktionsstop erfolgt mittels Hitzeinaktivierung der Enzyme, durch 
Phenol/Chlorofomextraktion oder durch Zugabe des Laufpuffers. 
Ein typischer Restriktionsansatz sieht wie folgt aus: 
· Plasmid-DNA          1 µg 
· Restriktionsenzym 1         1 µl 
· Restriktionsenzym 2         1 µl 
· Reaktionspuffer 10fach            2 µl 
· Aqua dest.    ad   20  µl 
Ligation 
Die Ligation dient der Einführung eines DNA-Fragmentes in einen linearisierten Vektor. 
Bei der Ligation werden DNA-Fragmente durch das bakterielle Emzym T4-Ligase (Böhringer) 
verbunden, indem das Enzym unter ATP-Verbrauch Phophordiesterbindungen zwischen Nukleotiden 
herstellt. 
Das Reaktionsgemisch mit einem üblichen Volumen von 10µl wird auf Eis angesetzt und besteht aus: 
· 1µl T4-DNA-Ligase,   
· 1µl des mitgelieferten  ReaktionsPuffers (10fach konzentriert) 
· die zu ligierenden DNA-Fragmente in Aqua dest.  
· Aqua dest. ad 10µl 
Der Ligationsansatz wir über Nacht bei 16°C inkubiert.  
Die Ligationsansatz wird am nächsten Tag komplett zur Transformation mittels Hitzeschock 
eingesetzt. 
Zur Transformation mittels Elektroporation erfolgt vorher eine Phenol/ Chloroformaufreinigung der 
DNA. 
 
Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Die Polymerasekettenreaktion (Saiki et al., 1985) stellt ein hochsensitives Verfahren zur Amplifikation 
von DNA-Fragmenten durch die hitzestabile DNA-abhängige DNA-Polymerase thermophiler Bakterien 
dar. Das zu amplifizierende Fragment wird durch den Einsatz von Oligonukleotiden (primer) flankiert. 
Diese Oligonukleotide sind komplementär zur 5’-3’-Sequenz der jeweiligen DNA-Einzelstränge. 
Die im Reaktionsansatz vorhandene doppelsträngige DNA wird durch Erhitzen in zwei Einzelstränge 
aufgetrennt (Denaturieren). Beim Abkühlen binden nun die im Überschuß vorhandenenen primer an 
die für sie komplementäre Sequenz (annealen). 
Die an den Einzelstrang gebundenden primer sind ein Ansatzpunkt für die DNA-abhängige DNA-
Polymerase, die nun entlang der DNA-Matrize den komplementären Strang synthetisiert. 
Über eine mehrmalige (in der Regel 25- bis 30fache) Wiederholung wird so der Bereich zwischen den 
Primern amplifiziert. 
 
Ein typischer Reaktionsansatz sieht wie folgt aus: 
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· 1µg Plamsid-DNA 
· GC melt bei Bedarf               2.5 µl 
· Polymerase-Puffer (10fach):   5 µl 
· DNTP (10mM)    5 µl 
· Sense-Primer (25pmol/µl)   1 µl 
· Antisense-Primer (25pmol/µl)   1 µl 
· MgCl2 (50mM)         1.5-3 µl 
· TAQ-Polymerase    1 µl 
· Aqua dest.    ad      50 µl 
 
Der PCR-Ansatz wird auf Eis angesetzt, kurz herunterzentrifugiert und anschließend in den PCR-
Zykler gestellt. 
Die fakultative Zugabe von Salzen (GC-melt, DMSO) erleichtert die Denaturierung von DNA-
Fragmenten mit hohem GC-Anteil (zum Beispiel die kodierende Sequenz von YB-1), welche aufgrund 
der drei Wasserstoffbrückenbindungen besonders fest sind. 
Die MgCl2-Konzentration ist variabel und kann empirisch bestimmt werden. 
In der Regel wird bei jeder PCR eine Negativkontrolle angesetzt, bei der anstelle der DNA nur Wasser 
eingesetzt wird, um eine eventuelle Verunreinigung des Ansatzes mit DNA auszuschliessen. 
 
Ein PCR-Zyklus sieht beispielsweise so aus: 
 
1. Denaturierung:    3 Minuten  94°C 
2. Annealing:   1 Minute  55°C-68°C 
3. Synthese:  1 Minute  72°C 
4. Denaturierung:  1 Minute  94°C 
5. Schönheitslauf:  7 Minuten  72°C 
 
Die Schritte 2-4 werden 25-30 Mal wiederholt. 
Die Temperatur für das Binden der Primer an die DNA kann entsprechend der Primerlänge und 
Spezifität der Primerbindung gewählt werden.  
Der Schönheitslauf ermöglicht noch einmal die Korrektur falsch eingebauter Nukleotide. Er ist nicht 
unbedingt notwendig. 
 
Sequenzierung 
Die Sequenzierung von DNA erfolgte in einem Sequenzer (ABI 310) im Institut für Biochemie. 
Die Sequenzierung basiert auf einer Variante der PCR. Hierbei werden neben den normalen dNTP 
noch weitere Nukleotide dem Sequenzieransatz hinzugegeben. Diese Nukleotide sind zum einen mit 
einem bestimmten Farbstoff markiert, und zum anderen so verändert, dass eine weitere Verlängerung 
nicht mehr möglich ist. Somit führt der zufällige Einbau dieser Nukleotide zu einem Kettenabbruch mit 
gleichzeitiger Farbmarkierung. Über eine Längenauftrennung der Fragmente kann nun die 
entsprechende Endbase bestimmt und so die Sequenz ermittelt werden. 
 
Ein Sequenzieransatz hat ein Volumen von 20µl und sieht wie folgt aus: 
 
· DNA    1 µg oder 10µl einer DNA-Minipräparation 
· Sense-primer (10pmol/µl) 1 µl 
· Terminatormix  4 µl 
· Aqua dest.         ad 20 µl 
·  
 
Der Zyklus sieht wie folgt aus: 
 
 Denaturierung:    96°C  20 Sekunden 
 Annealing:    50°C  20 Sekunden 
 Synthese:   60°C  240 Sekunden 
  
Dieser Zyklus wird 25 Mal durchlaufen, gefolgt von einem Schönheitslauf von 240 Sekunden bei 
60°C.Der Reaktionsansatz wird nach erfolgter Amplifikation auf 100µl aufgefüllt und die DNA gefällt.  
Die gefällte und luftgetrocknete DNA wurde in der Biochemie weiterverarbeitet. 
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Agarose-Gel 
Die Auftrennung von DNA zur Visualisierung und Größenüberprüfung erfolgt mittels Agarose-Gelen. 
In dem benötigten Volumen TAE-Puffer wird je nach aufzutrennender DNA-Größe eine entsprechende 
Menge Agarose (0.7-3.0%ige Gele) durch Erhitzen in der Mikrowelle aufgelöst, bis keine Schlieren in 
der Flüssigkeit mehr sichtbar sind. Die Flüssigkeit wird bei Raumtemperatur bis zu einer Temperatur 
von etwa 50°C heruntergekühlt. Jetzt werden 5 µl Ethidiumbromid pro 100 ml hinzugegeben. 
Ethidiumbromid interkaliert mit der DNA und ermöglicht so eine Visualisierung im UV-Licht. Die 
Flüssigkeit wird in eine entsprechend vorbereitete Flachbettgelkammer (mit einem Kamm für die zu 
beladenden Taschen) gegossen. Nach dem Aushärten wird der Platzhalter entfernt und das Gel in 
einer Laufkammer mit TAE-Puffer überschichtet.  
Die DNA-Proben werden mit 5x Stopppuffer versetzt und gegen einen Längenstandard (1kb-ladder, 
100bp-ladder) aufgetragen. 
Die Auftrennung der DNA-Proben erfolgt mittels einer anliegenden Spannung von etwa 100 V 
(variabel) für etwa 1h. 
Das benötigte Gel-Volumen richtet sich nach der Größe der Gelkammer und den aufzutragenden 
Proben. Die Agarosekonzentration richtet sich nach der Größe der aufzutrennenden DNA-Fragmente. 
Sie liegt zwischen 0,7% (w/v) für sehr große und 2-3% (w/v) für sehr kleine Fragmente. 
DNA-Aufreinigung aus Agarose-Gelen 
Die Aufreinigung der DNA aus Agarose-Gelen erfolgt mit einem fertigen Kit von QIAgen (QIAEX II ™). 
Durch diese Technik können z.B. Fragmente aus einem Plasmid heraus- und mit einem Agarosegel 
aufgetrennt werden, um dann in einen neuen Vektor kloniert zu werden. 
Die entsprechende Bande wird aus einem Agarose-Gel unter UV-Beleuchtung vorsichtig und genau 
herausgeschnitten, in ein Eppendorfgefäß überführt und gewogen. Die dreifache Menge QX1-Puffer 
sowie die zweifache Menge Aqua dest. kommen hinzu. Entsprechend der DNA-Menge werden 10-30 
µl QIAEX II hinzugegeben. Die Suspension wird für 10 Minuten bei 50°C mit zwischenzeitlichem 
Vortexen inkubiert. Das Eppendorfgefäß wird 30 Sekunden in einer Tischzentrifuge bei maximaler 
Geschwindigkeit zentrifugiert, der Überstand vorsichtig abgenommen und das Pellet einmal mit 500µl 
QX1-Puffer und zweimal mit PE-Puffer gewaschen, indem es resuspendiert und anschließend erneut 
pelletiert wird. Das Pellet wird für 15 Minuten luftgetrocknet, bis es komplett weiß ist. Die DNA wird in 
20 µl Aqua dest. oder in 20 µl 10 mM Tris-Cl-Lösung (pH 8) aufgenommen, indem das Pellet 
resuspendiert wird, die Suspension 5 Minuten bei Raumtemperatur (Fragment-Größe bis 4 kb) oder 
bei 50°C (Fragmentgröße über 4 kb) inkubiert, dann für 30 Sekunden zentrifugiert und der die DNA-
enthaltende Überstand in ein neues Eppendorfgefäß überführt wird. 
DNA-Aufreinigung und Fällung 
Die DNA-Aufreinigung erfolgt mittels Phenol/Chloroform-Extraktion zur Entfernung von Proteinen (z.B. 
Restriktionsendonukleasen) oder Membranlipiden. Die DNA-Probe wird mit Aqua dest. auf 200 µl 
aufgefüllt und mit 100 µl gepuffertem Phenol und 100 µl Chloroform versetzt. Nach kräftigem 
Durchmischen erfolgt die Phasentrennung mittels Zentrifugation (14.000 rpm, 4°C, ca. 5 Minuten). Die 
oberste DNA-haltige Phase wird ohne die proteinhaltige Interphase in ein neues Eppendorfgefäß 
überführt. Je nach benötigter Reinheit wird die DNA-Lösung noch einmal mit Phenol und Chloroform 
gereinigt. Zur vollständigen Entfernung des Phenols erfolgt eine zweimalige Extraktion mit 200 µl 
Chlorofom-Isoamylalkohol (24:1, v/v). 
Die DNA-Fällung erfolgt mittels Na-Acetat. 
Hierzu wird die DNA-haltige Phase in ein frisches Eppendorfgefäß überführt, mit 20 µl (1/10 des 
Volumens) 3 M Na-Acetat-Lösung (pH 5.2) versetzt und mit 550 µl (2.5fache Volumen) eiskalten 
hochreinen 97%igen Ethanols aufgefüllt. 
Das Präzipitieren der DNA erfolgt bei 4°C über Nacht (erforderlich bei linearer DNA) oder für 
mindestens 30 min. bei –80°C. Die präzipitierte DNA wird bei 14.000 rpm und 4°C für 30 Minuten 
pelletiert, das Pellet wird mindestens noch einmal mit 500 µl eiskalten 70%igen Ethanols gewaschen.  
Das Ethanol wird abgenommen und das Pellet bei 37°C getrocknet. Das getrocknete Pellet wird in 
Aqua dest. oder TE-Puffer je nach Bedarf aufgenommen. 
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Plasmidgewinnung 
Die Plasmidamplifikation erfolgt in Bakterien, die unter Zugabe eines selektionierenden Antibiotikums 
angezüchtet werden. Je nach benötigter Plasmidmenge werden zwei verschiedene 
Plasmidaufreinigungen gewählt. 
Für beide Aufreinigungen wird ein vorbereiteter Kit von QIAgen benutzt. 
 
Minipreps (QIAprep™ Spin Mini Kit) für 10-25 µg DNA 
1.5 ml einer Übernachtkultur werden in einem Eppendorfgefäß pelletiert. Das Pellet wird vorsichtig 
in 250 µl P1-Puffer durch Auf- und Abpipettieren resuspendiert, bis keine Zellklumpen mehr 
sichtbar sind. Hinzukommen 250 µl P2-Puffer zur Lyse. Die Suspension wird gemischt, indem 
man das Eppendorfgefäß vorsichtig dreht. Es wird nicht gevortext, um ein Scheren der 
plamidialen DNA zu verhindern. Nach spätestens 5 Minuten wird die Lysereaktion durch 
Hinzugeben von 350 µl N3-Puffer gestoppt. Der Zelldebris wird in einer Tischzentrifuge bei 
maximaler Geschwindigkeit für 10 Minuten pelletiert und der Überstand auf die mitgelieferten 
Säulchen gegeben. Die Säulchen werden bei maximaler Geschwindigkeit in einer Tischzentrifuge 
für 30-60 Sekunden zentrifugiert und der Durchfluß verworfen. Die Säulen werden noch einmal mit 
750 µl PE-Puffer gewaschen, zentrifugiert und der Durchfluß wird verworfen. Zur Elution werden 
50 µl Aqua dest. oder Puffer EB auf die Säulen gegeben und 1 Minuten einwirken gelassen. Die 
Säulchen werden in ein sauberes Eppendorfgefäß gestellt und das Plasmid durch Zentrifugieren 
(1 Minute, maximale Geschwindigkeit) eluiert. 
 
Maxipreps (QIAprep™ Maxi Kit) für 250-500 µg DNA 
100 ml einer Übernachtkultur (oder 250 ml bei low-copy-Plasmiden) werden bei 6.000 rpm für 15 
Minuten zentriugiert. Die pelletierten Bakterien werden in 10 ml P1-Puffer resuspendiert und die 
Lyse-Reaktion wird durch Hinzugeben von 10 ml P2-Puffer gestartet. Nach 5 Minuten wird die 
Lyse gestoppt, indem 10 ml N3-Puffer hinzugegeben werden. Die Suspension wird durch 
vorsichtiges Invertieren vermischt und kommt für 15 Minuten auf Eis. Die Suspension wird durch 
das mitgelieferte Filterpapier gefiltert und der Zelldebris zurückgehalten. Das Filtrat wird direkt auf 
die vorbereiteten Säulen (equilibriert durch Durchfluß von 10 ml QBT-Puffer) gegeben. Der 
Durchfluß wird verworfen und die Säulen zweimal durch 30 ml QC-Puffer gewaschen. Die 
Plasmid-DNA wird durch 15 ml QF-Puffer eluiert und der Durchfluß gesammelt. Zu diesem Filtrat 
kommen 10.5 ml (0.7 Volumen) Isopropanol und die präzipitierte DNA wird bei mehr als 15.000 g 
für 30 Minuten bei 4°C herunterzentrifugiert. Das Pellet wird noch einmal mit 5 ml 70%igem 
Ethanol (Raumtemperatur) gewaschen und für 10 Minten bei 15000 g bei 4°C pelletiert. Das 
Ethanol wird abdekantiert und die DNA in TE-, EB-Puffer oder Aqua dest. aufgenommen. 
 
Methoden für RNA 
 
Die Verarbeitung von RNA erfolgt mit großer Sorgfalt, da RNA aufgrund der ubiquitär vorhandenen 
RNAsen leicht degradiert wird. Der Arbeitsplatz wird vorher gründlich mit Alkohol gereinigt und die 
Einmalmaterialien zweimal autoklaviert. Alle verwendeten Lösungen, die mit RNA in Kontakt 
kommen, werden aus den entsprechenden Kits verwendet und sind RNase-frei. 
RNA-Gewinnung aus Zellen 
Die RNA-Gewinnung aus Zellen erfolgt mit dem RNeasy ™ Mini Kit von QIAgen. 
Eine geeignete Zellzahl (etwa 1*107 HeLa Zellen) wird mittels Trypsin aus den Zellkulturflaschen 
gelöst (s.u. Zellkultur), die Reaktion durch Medium gestoppt und die Zellen bei 300g für 5 Minuten 
pelletiert. Die pelletierten Zellen werden in 600 µl RTL -Puffer resuspendiert und in diesem wird die 
Zellmembran zerstört. Zum Homogenisieren wird die Suspension auf eine QIAshredder™ spin Säule 
gegeben und für 2 Minuten zentrifugiert (maximale Geschwindigkeit einer Tischzentrifuge). Zum 
Durchfluß kommen 600 µl 70%igen Ethanols, die durch Pipettieren mit der Suspension vermischt 
werden. Die Suspension kommt in zwei 600 µl Aliquots nacheinander auf eine mitgelieferte RNeasy 
mini Säule, die für 15 Sekunden bei 8.000 g zentrifugiert wird. Der Durchfluß wird jedes Mal 
verworfen. Die Säule wird einmal mit 700 µl RW-Puffer, einmal mit 500 µl RPE-Puffer gewaschen, für 
15 Sekunden bei 8.000 g zentrifugiert und der Durchfluß wieder verworfen. Ein letzter 
Reinigungsschritt erfolgt mit 500 µl RPE-Puffer und zweiminütigem Zentrifugieren (8.000 g). Der 
Durchfluß wird verworfen, das Röhrchen noch einmal zentrifugiert und in einem neuen sauberen 
Eppendorfgefäß plaziert. Zur Elution werden nun 30-50 µl RNAse-freies Wasser auf die Säule 
pipettiert und durch einminütiges Zentrifugieren bei 8.000 g im Eppendorfgefäß gesammelt. 
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Reverse Transkriptase-PCR 
Die RT-PCR besteht aus zwei Schritten:  
1. der sogannten first-strand-Reaktion, bei der mittels einer reversen Transkriptase (RNA-
abhängige DNA-Polymerase) die RNA in cDNA umgeschrieben wird. 
2. Der PCR, bei der die cDNA amplifiziert wird. 
 
In die first-strand Reaktion werden 200 ng RNA eingesetzt. Hinzu kommen 2.5 µl Oligo dT-Primer [50 
ng/µl], welcher komplementär zu dem Polyadenosin-Ende der mRNA ist. Das Reaktionsvolumen von 
12 µl wird mit Aqua dest. erreicht. 
Der Ansatz wird für 10 Minuten bei 70°C inkubiert und im Anschluß direkt auf Eis gestellt. 
Für die Reaktion kommen hinzu 4 µl 5fach „first strand“ Puffer, 2 µl 0.1 M DTT und 1 µl dNTP (10 
mM).Das ganze wird für 2 Minuten auf 42°C erhitzt, bevor 1µl der RNA-abhängigen DNA-Polymerase 
(Superscript II, 200 U/µl) zugegeben wird. 
Die Reaktion läuft für 50 Minuten bei 42°C ab. 
Die Reaktion wird durch 15-minütiges Erhitzen auf 70°C gestoppt. 
 
In die PCR werden 1 µl oder 5 µl der cDNA eingesetzt. Das Reaktionsvolumen beträgt 50 µl. Ein 
Ansatz sieht wie folgt aus: 
 
cDNA    1µl  5µl    
dNTPs 10mM   5µl   5µl 
Sense-Primer   1µl  1µl 
Antisense-Primer  1µl   1µl 
PCR-Puffer   5µl  5µl 
MgCl2    1.5µl  1.5µl 
TAQ-Polymerase  1µl  1µl 
Aqua dest..   34.5µl  30.5µl 
 
Es werden 25 bis 30 Zyklen gefahren:  
 
  Denaturierung  90  Sekunden  94°C 
  Annealing  120  Sekunden  50°C 
  Synthese  120  Sekunden 72°C 
 
Die PCR-Proben werden bei 4°C gelagert. 
 
 
Methoden für Proteine 
 
Herstellung von rekombiantem Protein  
Für die Herstellung von rekombinatem YB-1 werden E. coli BL21 (DE3) benötigt, die mittels der CaCl2 
kompetent gemacht wurden.  
Eine mit einen pRSET-Plasmid transformierte Kolonie wird in 5 ml LB-Medium mit 100 µg/ml 
Ampicillin-Zusatz über 24 h kultiviert. Mit 3 ml dieser Kultur werden 500 ml LB-Medium mit Ampicillin-
Zusatz angeimpft und für etwa 24 h bei 37°C im Schüttler kultiviert, bis die OD600 zwischen 0.8 und 1.2 
liegt. 
Mittels Zugabe von IPTG (Zielkonzentration 1 mM) wird die T7-Polymerase induziert und das Protein 
überexprimiert. Dies geschieht im Schüttler bei 37°C für 4 h.  
Nach vier Stunden Induktion werden die Bakterien bei 3.000 rpm für 15 Minuten pelletiert und in 15 ml 
binding Puffer resuspendiert. Hinzu kommen 200 µl PMSF (0.2 M) und 200 µl Pepstatin (1 mg/ml) als 
Proteinaseinhibitoren. Zum binding Puffer wird werden nun 1.5 mg Lysozym (Zielkonzentration 100 
µg/ml) hinzugegeben und die Suspension für 15 Minuten auf Eis inkubiert. Zur weiteren Lyse wird die 
Suspension drei Mal im Abstand von einer Minute für 30 Sekunden bei 40 Watt Ultraschall-behandelt, 
gefolgt von drei Zyklen mit Schockgefrieren in flüssigem Stickstoff und wiederholtem Auftauen bei 
37°C. Der Zelldebris wird bei 3.000 rpm für 20 Minuten pelletiert und der Überstand noch einmal durch 
einen Spritzenfilter (Nadagan, 0.8 µm Poren) weiter aufgereinigt. 
Das native Zelllysat kann nun bei –80°C eingefroren werden oder direkt weiterverarbeitet werden. 
Die Säulen bzw. das enthaltene Resin werden vor dem Aufreinigen dreimal mit Aqua dest. gereinigt 
und anschließend drei Mal mit dem binding Puffer auf die richtige Elektrolykonzentration und den 
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richtigen pH-Wert eingestellt. Hierzu wird das Resin bei 500 rpm für 2-3 Minuten herunterzentrifugiert, 
der Überstand abegnommen und das Resin erst drei Mal in 7 ml Aqua dest., und anschließend drei 
Mal in 7 ml binding Puffer resuspendiert. 
Zur Proteinaufreinigung wird das halbe Volumen des Zelllysats auf die vorbereiteten Säulen gegeben. 
Die Säulen werden im Überkopfschüttler für etwa 1 h bei 4°C inkubiert, um einen Bindung des 
Proteins zu ermöglichen. Das Resin wird dann herunterzentrifugiert, der Überstand vorsichtig 
abgenommen und die andere Hälfte des Zelllysats auf die Säulen gegeben. Die Bindung erfolgt 
wieder bei 4°C für 1 h im Überkopfschüttler. Das Resin wird wieder herunterzentrifugiert und der 
Überstand verworfen. Die Aufreinigung des überexprimierten Proteins erfolgt nun durch dreimaliges 
Waschen des Resins mit binding Puffer und anschließendes dreimaliges Waschen mit dem Wasch-
Puffer. 
Die Elution erfolgt durch aufsteigende Imidazol-Konzentrationen. Jeweils 5ml der Imidazol-Lösungen 
werden in aufsteigender Reihenfolge der Konzentrationen auf das Resin gegeben und der Durchfluß 
in 1 ml-Portionen in Eppendorfgefäßen asserviert, so dass man aufgeteilt in vier Fraktionen 
(entsprechend der Imidazol-Konzentration) zwanzig Eppendorfgefäße enthält. 
Das Aufreinigen des Proteins erfolgt durch Dialysieren gegen einen Dialyse-Puffer. Hierfür werden 
etwa 5cm lange Stücke des Dialyseschlauches in kochendem Wasser für etwa 10 Minuten 
eingeweicht. Das eine Ende wird verknotet, die einzelnen Aliquots werden eingefüllt und über eine 
Klammer am anderen Ende verschlossen. Die Dialyse erfolgt bei 4°C im Dialyse-Puffer über Nacht. 
Am nächsten Morgen wird die Dialyseflüssigkeit noch einmal gewechselt und die Proben für weitere 2-
3 Stunden dialysiert. 
Von jeder Portion werden 30 µl für weitere Proteinanalysen (Western-Blot und Coomassie-Färbung) 
entnommen, die restlichen Proben werden in flüssigem Stuckstoff schockgefroren und bei –80°C 
gelagert. 
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8.2 Abkürzungen 
 
3-AT 3-Amino-Triazol 
5-FOA 5’-fluoroorotic acid: 5’-Fluoroortic-Säure 
Abb. Abbildung 
AD Transaktivierende Domäne 
ANT Adenosin-Nukleotid-Transporter 
AP-2 Aktivierendes Protein-2 
APS Ammoniumpersulfat 
Aqua dest. Destilliertes Wasser 
ARM Arginin rich motif: Arginin-reiches Motiv 
Bp Basenpaar 
BSA Bovine serum albumine: Rinderalbumin 
CBF C repeat / dehydration responsive element-binding factor: Transkriptionsfaktor, der 
im Notch-Signalweg intergiert ist. 
cDNA Komplementäre DNA 
CS Cold shock: Kälteschock 
CSD Cold shock Domäne: Kälteschockdomäne 
Csp Cold shock protein: Kälteschockprotein 
CTCF  multivalentes Zink-Finger Protein 
CTD C-terminale Domäne der RNA-Polymerase    
DB DNA-bindende Domäne 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonuclein acid: Desoxyribonukleinsäure 
DTT Dithiothreitol 
E.coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EGF Epidermal growth factor: Epidermaler Wachstumsfaktor 
ESE Exonic splicing enhancer: Spleiß-regulierende Sequenz im Exon 
FCS Fetal calf serum: fetales Kälberserum 
FITC Fluoreszierendes Isothiocyanat: Grüner Fluoreszenz-Farbstoff 
g Gramm  
x g Vielfaches der Erdbeschleunigung 
GADPH Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase 
GM-CSF-Gen 
 
granulocyte-macrophage colony stimulating factor: Granulozyten- und 
Makrophagenkolonien stimulierender Faktor 
Grp General resitence protein: Generelles Resistenz-Gen 
h Stunde 
HAP hnRNP-A1 interagierendes Protein 
HEK293T Humane embryonale Nierenzellen, die mit dem T-Zell Antigen des Affenvirus 40 
immortalisiert wurden. 
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HeLa-Zellen Zellen von Henrietta Lacks: Immortalisierte Zelllinie aus Gebärmutterzellen 
Hes Hairy enhancer of split: Repressor von Differenzierungsgenen 
His Histidin 
HIV Humanes Immundefizienz-Virus 
HLA Human leucocytes’ antigene: Humanes Leukozyten-Antigen 
HMGB high mobility group box: Hoch-mobile Gruppen-Box 
hnRNA  heterogene nukleäre mRNA 
hnRNP  Heterogenes nukleäres Ribonukleoprotein 
HSP Hitzeschockprotein 
HTLV Human T-cell lymphotropic virus type: humaner T-Zell lymphotropes Virus Typ  
Htrab2 Humanes Analogon zum tra-Protein in Drosophila melanogaster 
IL INterleukin 
kb Kilobasen 
kDa Kilodalton 
Leu Leucin 
LTBP Latent TGF-b binding protein: Protein, an welches TGF-β in inaktiver Form gefunden 
vorliegt. 
Mdr1 Multiple drug restistence gene 1 : Medikamenten-Resistenz-Gen 
MHC Major histocompability complex: Großer Histokompabilitätskomplex 
min Minute 
MMP Matrix-Metalloproteinase 
mRNA Messenger RNA 
Mrp Multiple resistence protein: Multiresistenz-Protein 
NICD Notch intracellular domain: Intrazelluläre Notch-Domäne, die nach 
Rezeptoraktivierung in den Zellkern wandert und hier die Transkription iniitiert. 
PBS Gepufferte Kochsalzlösung 
PCR Polymerase-Ketten-Reaktion 
PDGF Platelet derived growth factor: Plättchen-Wachstumsfaktor 
PIR1  phosphatase that interacts with RNA/RNP complex 1: mit dem RNA/RNP-Komplex-1 
interagierende Phosphatase 
RBP Recombination binding protein:  DNA-bindendes Protein, das der NICD die 
Genaktivierung von Hes-Genen ermöglicht. 
RNA Ribonuclein acid: Ribonukleinsäure 
RNase Ribonuklease 
RNP Ribonukleinprotein-Motiv 
Rpm  Rotations per minute: Rotationen pro Minute 
RRM RNA recognition motif: RNA-Erkennungsmotiv 
RSV Rous-Sarkom-Virus 
SAF-B Scaffold attachment Faktor-B 
Sam68 Src activated during mitosis: Ein während der Mitose durch src aktiviertes Protein 
SC-Medium synthetic complete medium: Hefegrundmedium, das definiert komplettiert werden 
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kann. 
SDS Natriumlaurylsulfat 
SELEX systematic evolution of ligands by exponential enrichment: Systematische 
Entwicklung von Liganden durch exponentielle Anreicherung. 
SLM Sam68 like mammilian protein: Sam68 ähnliches Säugerprotein  
SMN-Gen Survival motoneuron gene: Motoneuronüberlebensgen 
SNB Sam68 nuklear bodies: Sam68 nukleäre Körperchen 
snRNP small nukleäre Ribonukleoproteine 
SRp30c  Serin-Arginin-reicher Spleiß-Faktor 
STAR signal transducer and activator of RNA: Adaptermolekül zwischen Signaltranduktion 
und RNA 
SV40 Simian Virus 40 
TAQ Thermus aquaticus 
TE Tris EDTA 
TEMED N;N;N`; N`-Tetramethylethylendiamin 
TGF-β Transforming growth factor-b: Transformierender Wachstumsfaktor 
TLS translocation liposarcoma protein: Liposarkom-Translokationsprotein 
Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol 
Tris HCl Tris-(hydroxmethyl)-aminoethan 
TRITC Tetramethyl-Rhodamin-Isothiocyanat: Roter Fluoreszenz-Farbstoff 
Trp Tryptophan 
U2AF U2 auxillary factor: U2-Hilfsprotein 
Ura Uracil 
UTR Untranslatierte Region (bei der mRNA) 
UV Ultraviolett 
v/v Volumen/volumen (Volumenprozent) 
w/v Gewicht/Volume (Gewichtprozent 
YB-1 Y-Box bindendes Protein-1  
ZO-1 Zonula occludens Protein-1 
 
 
 
 
 
. 
 
 
: 
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